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Referat 
Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entzündliche Bindegewebserkrankung mit 
symmetrischem Befall der Gelenke. Die genaue Ätiologie ist bisher unbekannt. Aktivierte 
synoviale Fibroblasten sollen durch gesteigerte Adhäsion und Produktion von 
proinflammatorischen Zytokinen und Matrix-lysierenden Proteasen maßgeblich an der 
Gelenkdestruktion beteiligt sein. Ziel dieser Arbeit war es, ein neues in-vivo-
Knorpeldestruktions-Modell zu etablieren, in welchem unter immunkompetenten 
Bedingungen, die Invasion und Destruktion von Gelenkknorpel durch die Fibroblasten-
Zelllinie LS48 über einen längeren Zeitraum simuliert werden kann. Die am Institut für 
klinische Immunologie der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig etablierte 
Zelllinie LS48 wurde in die ipsilateralen Kniegelenke von BALB/c-Mäusen injiziert. Die 
dadurch induzierte Gewebsdestruktion wurde über zehn Wochen in zweiwöchigem 
Abstand histopathologisch beurteilt und klassifiziert. Als vergleichende Fibroblasten-
Zelllinie wurden nicht-invasive NIH/3T3-Zellen eingesetzt. An Hand der Score-Parameter 
Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion wurde eine mäßige bis schwer-
wiegende Gewebsdestruktion durch die LS48-Zellen bereits ab der zweiten 
Untersuchungswoche lichtmikroskopisch nachgewiesen, ohne dass dabei pathologische 
Effekte in den kontralateralen Kniegelenken aufgetreten sind. Polarisationsmikroskopisch 
wurden für den Parameter Knorpeldestruktion vergleichbare Ergebnisse erzielt. Damit 
wurde gezeigt, dass das Modell BALB/c-LS48 ein erfolgversprechendes Instrument 
darstellt, das zur Testung neuer therapeutischer Strategien gegen die Gelenkdestruktion 
verwendet werden kann. Inwieweit die Auseinandersetzung der LS48-Zellen mit dem 
spezifischen Immunsystem der BALB/c-Maus Auswirkungen auf den Verlauf der 
Gewebsdestruktion hat, sollte in weiterführenden Experimenten untersucht werden.  
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1 Einleitung           
1.1 Rheumatische Erkrankungen 
In den westlichen Industrieländern gehören rheumatische Erkrankungen mit einer 
Prävalenz von 20 % zu den dritthäufigsten Krankheitsgruppen, wenngleich nur 0,5 % 
einen tödlichen Ausgang zur Folge haben. Ihre aber oftmals schwerwiegenden Verläufe 
sind nicht selten der Grund für eine frühzeitige Berentung (1).   
Rheumatische Erkrankungen können sowohl akut als auch chronisch verlaufen und sind 
durch immer wiederkehrende entzündliche und schmerzhafte Beschwerden der Gelenke 
beziehungsweise deren Weichteile charakterisiert. Neben fortschreitenden Bewegungs-
einschränkungen können extraartikuläre Manifestationen als Ausdruck einer system-
ischen Autoimmunreaktion auftreten. Auch Arthrosen werden dem rheumatischen 
Formenkreis zugeordnet. Im Vergleich zu Arthritiden sind die Gelenkveränderungen und 
Symptome bei Arthrosen aber eher degenerativen als entzündlichen Ursprungs, wobei es 
auch hier zu reaktiven Entzündungen kommen kann.      
  
Aus pathogenetischen Gesichtspunkten lassen sich vier Hauptgruppen der rheumatischen 
Erkrankungen unterscheiden:         
• entzündlich-rheumatische Systemerkrankungen wie Arthritiden, Kollagenosen und 
Vaskulitiden           
• nicht-entzündliche Arthrosen        
• weichteilrheumatisch, nicht-artikuläre Strukturen betreffend wie Tendopathien 
Fibromyalgien und Bursitiden         
• stoffwechselbedingte Kristallarthropathien (1, 5)     
Die diagnostischen Kriterien rheumatischer Erkrankungen wurden 1987 über die 
international verwendete ACR-Klassifikation („American College of Rheumatology“) 
definiert. Die „European League Against Rheumatism“ (EULAR) hat die 
Klassifikationskriterien der ACR im Jahre 2010 überarbeitet, um rheumatische 
Erkrankungen frühzeitiger korrekt diagnostizieren zu können (6).  
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1.2 Die rheumatoide Arthritis        
Die rheumatoide Arthritis gehört zu den chronisch entzündlichen, rheumatischen 
Erkrankungen des Binde- und Stützgewebes beziehungsweise der Gelenke und steht auf 
Grund ihrer Häufigkeit im Vordergrund des klinischen Interesses (2).    
Die rheumatoide Arthritis betrifft Frauen dreimal häufiger als Männer. Das 
Erkrankungsalter liegt in 80 % der Fälle zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr (7). Sie ist 
gekennzeichnet durch einen symmetrischen oligo- bis polyartikulären Befall. Der 
Ausgangspunkt dieser Erkrankung konzentriert sich auf eine entzündlich veränderte und 
gelenksdestruierende Synovialis, welche zu einem ausgeprägten Knorpelschaden mit 
darauffolgender Knochenerosion und Markfibrose führen kann (7, 8).    
Die von der Krankheit betroffenen Gelenke sind die Finger-, Zehengrund- und 
Zehenmittelgelenke. Bei älteren Patienten stehen die großen Gelenke wie Knie, Schultern 
und Handgelenke im Vordergrund. Charakteristisch sind Schwellungen, Morgensteifigkeit, 
Druckdolenz und verminderte Kraft und Beweglichkeit. Ohne adäquate Therapie können 
sich im weiteren Verlauf sekundäre Arthrosen und Ankylosen entwickeln, welche die 
pathognonomischen Endpunkte der rheumatoiden Arthritis darstellen. 50 % der 
Erkrankungen weisen extraartikuläre Manifestationen auf (1).   
Die genaue Ätiologie der Erkrankung ist bisweilen ungeklärt. Nach heutigen Erkenntnissen 
spielen genetische Einflüsse und autoimmunologische Prozesse die entscheidenden 
Rollen in der Pathogenese. Bisher ist keine kausale Therapie bekannt. Daher haben sich 
verschiedene experimentelle Modelle zur Untersuchung vermeintlicher pathologischer 
Mechanismen und neuer Therapiekonzepte entwickelt (3).  
 
1.2.1 Immunologische Grundlagen der rheumatoiden Arthritis 
Die rheumatoide Arthritis zählt zu den Autoimmunerkrankungen, welche sich durch eine 
gestörte Immunregulation auszeichnen. Die körpereigene immunologische Toleranz und 
Kontrolle wird durchbrochen. Eine Vielzahl an Fehlregulationen ist daran beteiligt und bis 
heute ist nicht geklärt, welche der Auslöser für die Entstehung der rheumatoiden Arthritis 
ist (7).       
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Auf der einen Seite wird eine unspezifische Aktivierung und Proliferation synovialer 
Fibroblasten mit konsekutiver Knorpel- und Knochendegradation angenommen. Dieser 
pathologische Prozess kann dabei einer spezifischen Immunabwehr voraus gehen (4). Auf 
der anderen Seite wird von einer noch ungeklärten Aktivierung von B- und T-Zellen mit 
darauffolgender Bildung von Autoantikörpern ausgegangen. Im Zuge dieser spezifischen 
immunologischen Reaktion entwickelt sich eine entzündlich veränderte Synovialis, welche 
destruierend auf das Gelenk einwirken kann (1, 4).    
 
1.2.1.1 Hypothese der Fibroblasten-Abhängigkeit 
Im Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis wird bei der Fibroblasten-abhängigen 
Hypothese vermutet, dass gelenkspezifische, alterierte fibroblastenähnliche Typ-B 
Synoviozyten selbstständig in der Lage sind destruktive Prozesse auslösen zu können (4, 
9–11). Zum einen können fibroblastenähnliche Typ-B Synoviozyten durch die 
Ausschüttung von TNF-α, Interleukin-1, -6 und -8 durch CD4+-Lymphozyten getriggert, 
phänotypisch transformiert und damit aktiviert werden. Zum anderen kann der oben 
genannten Hypothese zu Folge, eine Aktivierung aber auch direkt, das heißt ohne 
Stimulation durch das spezifische Immunsystem erfolgen (4). Dabei wird zum Beispiel 
eine Infektion der synovialen Fibroblasten mit Retroviren als Ursache für den 
transformierten Phänotyp in Betracht gezogen (4). Außerdem können die von synovialen 
Fibroblasten exprimierten Toll-like Rezeptoren endo- oder exogene Antigene binden und 
damit konsekutiv inflammatorische und Matrix-degradierende Vorgänge in Gang setzen 
(9, 12). Diesbezüglich durchgeführte Untersuchungen untermauern die Vermutung, dass 
Fibroblasten als eigenständiger Ausgangspunkt für die Entwicklung der rheumatoiden 
Arthritis gelten können (10, 11).        
Aktivierte synoviale Fibroblasten sind an der Ausbildung von gelenksdestruierendem 
Granulationsgewebe, dem sogenannten Pannusgewebe beteiligt. Dabei wachsen die 
aktivierten synovialen Fibroblasten über komplexe zelluläre Interaktionen und durch die 
Ausschüttung von Adhäsionsmolekülen, Zytokinen und proteolytischen Enzymen, invasiv 
in das Knorpel-Knochengewebe der Gelenke ein und verursachen darüber die Destruktion 
der artikulierenden Gelenkflächen (7, 8, 14, 19).     
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Bei entzündlichen Veränderungen in der Synovialis werden neben einer gesteigerten 
Exprimierung von angiogenesefördernden Faktoren (16), vermehrt Adhäsionsmoleküle 
wie VCAM-1 und ICAM-1 durch aktiverte synoviale Fibroblasten exprimiert (17). Die hohe 
Expressionsrate von VCAM-1 ist für deren zielgerichtete Knorpeladhäsion und -invasion 
und kostimulierende T-Zellrekrutierung von großer Bedeutung (11, 18).  
Für die Knorpel-und Knochenzerstörung sind spezielle membrangebundene Stress-
Aktivierungs-Kinasen, sogenannte SAP-Kinasen, verantwortlich (13). Diese induzieren 
über die Phosphorylierung von Proteinen in aktivierten synovialen Fibroblasten die 
Synthese von Knorpel- und Knochen-degradierenden Enzymen wie Matrix-
Metalloproteinasen, Zysteinproteinasen und Membran-Typ-Matrixmetalloproteinasen 
und ermöglichen darüber die Invasion in das Knorpel- und Knochengewebe (14).  
Zusätzlich schütten die aktivierten fibroblastenähnlichen Typ-B Synoviozyten in großen 
Mengen Chemo- und Zytokine aus, welche eine komplexe Interaktion mit den 
umliegenden Zellen im Rahmen des Destruktionsprozesses erlauben und diesen fördern 
(15).  
 
1.2.1.2 Hypothese der T-Zell-Abhängigkeit       
Ein anderer Ausgangspunkt der rheumatoiden Arthritis wird in der direkten Aktivierung 
des spezifischen Immunsystems gesehen. Genetische Faktoren wie zum Beispiel der 
Funktionsverlust regulatorischer Gene oder das Vorhandensein bestimmter HLA-Typen 
werden in diesem Zusammenhang als Ursache vermutet (4).   
Bei 70 % der Patienten mit rheumatoider Arthritis lassen sich bezüglich des HLA-Systems 
das Klasse II Allel HLA-DR4 und die dazugehörigen Gene nachweisen. Diese Gene kodieren 
ein Molekül, das sich im Gegensatz von nicht RA-assoziierten Genprodukten markant 
unterscheidet und als „shared epitope“ bezeichnet wird. Während der 
Antigenpräsentation kann dieses „shared epitope“ zusammen mit bestimmten endo- 
oder exogenen Antigenen, CD4+-T-Lymphozyten aktivieren und dadurch arthritogenes 
Potential entwickeln (7).        
Exogene Antigene können beispielsweise infektions- oder umweltbedingt sein. Abnormes 
IgG oder verändertes Kollagen II stellen Beispiele für endogene Antigene dar (1, 4, 7).  
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Aber auch ohne das Vorliegen bestimmter HLA-Typen, können Antigene die 
Oberflächenmoleküle körpereigener Strukturen verändern oder die Produktion von 
kreuzreagierenden Antikörpern stimulieren und dadurch autoimmunologische Prozesse 
auslösen (1, 4, 7).    
Die Aktivierung des spezifischen Immunsystems induziert die Bildung von 
Autoantikörpern wie zyklisch zitrullinierte Antikörper, Kollagen-II Antikörper und 
Rheumafaktoren. Im Zuge der Entstehung der rheumatoiden Arthritis können diese 
Antikörper einen Entzündungsprozess in der Synovialis auslösen (7, 8, 20).   
Andere Ursachen für eine überschießende spezifische Immunantwort können außerdem 
fehlgeleitete Selektionen und Aktivierungen von T- und B-Zellen während der Antigen-
Rezeptor-Prozessierung durch mangelhafte Apoptosemechanismen sein (14).   
Über die Vielzahl an Aktivierungsmöglichkeiten der spezifischen Immunabwehr können 
weitere immunkompetente Effektorzellen mit konsekutiver Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine mobilisiert werden. Die hierbei einsetzende 
Entzündungsantwort ist in der Lage zu einer Zerstörung des körpereigenen Gewebes zu 
führen (4, 7, 8).    
  
  
 
1.3 Allgemeine Anatomie und Histologie des Kniegelenks
In der vorliegenden Arbeit sollen
gelenksdestruierende Fibroblasten in Kniegelenken von Mäusen 
Daher ist eine kurze Darlegung des anatomischen und histologischen Aufbaus des 
Kniegelenks erforderlich.  
Das Kniegelenk ist ein diarthrotisches Gelenk
femorotibialis) und dem Kniescheibengelenk (
steht es immer in Beugestellung. 
Wesentlichen aus vier Komponenten
knorpeligen Gelenkflächen, die Gelenkhöh
die Gelenkbänder und die das Ge
 
 
Zwischen den artikulierenden Gelenkflächen
lateralis und Meniscus medialis. Die Menisken ermög
Drehbewegungen und vergrößern
Gelenkhöhle wird durch die 
gegliedert (21).   
Einleitung 
  
 die histopathologischen Veränderungen 
untersucht
      
 und besteht aus dem Kniekehlgelenk (Art. 
Art. femoropatellaris). Bei H
Wie in Abbildung 1 veranschaulicht, 
 zusammen. Dabei handelt es sich
le mit der darin enthaltenen Synovialflüssigkeit
lenk umschließende Gelenkkapsel (21).  
 
Abbildung 1: Schematische Dar
stellung des Kniegelenks (22)
Dargestellt sind die Anteile des 
Kniekehl- und des Kniescheiben
gelenks. Die Faserknorpelscheiben 
Meniscus lateralis
meniskus) und medialis
meniskus) liegen zwischen den 
artikulierenden Gelenkflächen, 
welche mit hyalinem Knorpel 
überzogen sind. Gelenkbänder
(vorderes und hinteres Kreu
durchziehen die Gelenkhöhle und 
sind an der Ausbildung der 
Gelenkkapsel (Außen
band) beteiligt.  
 liegen die Faserknorpelscheiben
lichen leichte
 die Kontaktfläche zwischen Femur und Tib
Menisken in eine proximale und in eine distale Abteilung 
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Die Gelenkkapsel umgreift das gesamte Gele
Knochen Femur, Patella und Tibia die Gelenkhöhle. Wie in 
besteht die Gelenkkapsel aus einer
die Gelenk- und an die Meniskenrä
synovialis. Die Membrana synovialis
wird aus einer synovialen Deckzellschicht, der
Schicht aufgebaut (23). Die Deck
bestehend aus makrophagenähnlichen Typ
Synoviozyten (5-10%) (4, 23). 
 
 
Die Gelenkbänder am Kniege
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Das Kniegelenk besteht aus Stützgewebe wie Knochen und Knorpel und 
gelenkstabilisierendem und -ernährendem Bindegewebe. Diese Gewebe werden durch 
unterschiedliche Zellen mesenchymalen Ursprungs wie zum Beispiel Fibroblasten und 
Chondrozyten gebildet. Die Zellen bilden mit ihren Ausläufern ein dreidimensionales 
Netzwerk und sind für die Produktion und den Umsatz des interstitiellen Raumes 
verantwortlich. Der interstitielle Raum ist reich an Wasser und Extrazellularmatrix (EZM). 
Proteoglykane und Glykosaminoglykane, welche die Grundsubstanz bilden, kollagene 
Fibrillen, elastische Fasern und Adhäsionsproteine stellen die Hauptbestandteile der 
Extrazellularmatrix dar (24). Die Grundsubstanz kann über Hyaluronan zu riesigen 
Aggregaten verbunden werden, welche damit als wichtigster Wasserspeicher der EZM 
fungieren (23, 25). Es besteht ein Gleichgewicht zwischen sezernierten EZM-aufbauenden 
und EZM-abbauenden Enzymen. Ein Verlust dieses Gleichgewichts führt entweder zu 
einer Überproduktion oder zu einer Degradation der EZM und kann die Entwicklung einer 
Vielzahl von Krankheiten wie auch der rheumatoiden Arthritis bedeuten (26).  
Fibroblasten sind an der Ausbildung der Gelenkkapsel beteiligt. Die Membrana fibrosa 
besteht aus straffem und die Membrana synovialis aus lockerem Binde- und Fettgewebe 
(23). Die synoviale Deckzellschicht der Membrana synovialis gilt als wichtige 
Mediationsbarriere zwischen Blut und Gelenkhöhle. Die fibroblastenähnlichen Typ-B 
Zellen sind für die Produktion der knorpelernährenden Synovialflüssigkeit und der darin 
enthaltenen Hyaluronsäure verantwortlich (23, 25). Im Rahmen von Entzündungen wie 
der rheumatoiden Arthritis ist diese Produktion vermindert (27) und die 
Zusammensetzung der EZM verändert sich (28, 29).      
Die Gelenkflächen werden von hyalinem Knorpel überzogen ohne dabei von 
ernährendem Perichondrium bedeckt zu sein. Der hyaline Knorpel ist gefäßlos und wird 
von Chondrozyten gebildet. Die Kollagenfibrillen der Knorpelmatrix bestehen vorwiegend 
aus Kollagen Typ II, IX und XI. Kollagen II wird durch das von synovialen Fibroblasten 
synthetisierte Kollagen I im subchrondralen Knochen verfestigt (30).  
Kollagenfibrillen sind wie in  Abbildung 2 dargestellt, arkadenförmig angeordnet und 
können in vier Zonen untergliedert werden. Sie sind lichtmikroskopisch nicht zu erkennen, 
da sie „maskiert“ in der amorphen Grundsubstanz eingebettet sind. Mit Hilfe des 
  
 
Polarisationsmikroskops aber, können die Kollagenfibrillen sichtbar gemacht werden 
25, 31).    
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Die ersten pathologischen artikulären Veränderungen der rheumatoiden Arthritis sind 
durch mikrovaskuläre Läsionen, perivaskuläre Infiltrate mit mononukleären Zellen, 
Neovaskularisationen und exsudative und proliferative Veränderungen in der Membrana 
synovialis gekennzeichnet (14). Im weiteren Verlauf wird die Membrana synovialis 
zusätzlich von T-Lymphozyten, Mastzellen und Antikörper-produzierenden Plasmazellen 
infiltriert (33). Unterdessen lassen sich in der synovialen Gelenkflüssigkeit 
polymorphnukleäre Zellen feststellen (7). Die Synovialis schwillt ödematös und 
zottenförmig an, hypertrophiert beziehungsweise hyperplasiert und wächst als knorpel- 
und knochendestruierendes Pannusgewebe in die Gelenkhöhle vor (34). Das 
Granulationsgewebe ist gefäßreich und besteht aus aktivierten Fibroblasten, 
Makrophagen, Chondrozyten und Osteoklasten (35). In 5-10 % der Fälle kommt es zu 
einer Ausbildung von rheumatoiden Granulomen oder Hemigranulomen, die durch eine 
zentrale fibrinoide Nekrose gekennzeichnet sind. Der Nachweis dieser Granulome erlaubt 
die sichere Diagnose einer rheumatoiden Arthritis (36). Die Ausschüttung von Matrix-
lysierenden Enzymen führt zu einer Freilegung beziehungsweise Demaskierung von 
Kollagenfibrillen (14, 37). Der Verlust der schützenden Proteoglykanhülle führt zu einer 
Minderung der Härte und Elastizität des Knorpels (38). Neben Knorpel und Knochen 
werden auch Sehnen und Muskeln von dem Entzündungsprozess erfasst. Innerhalb 
weniger Jahre kann es hierdurch zu einer irreversiblen Gelenkzerstörung mit 
Gelenkdeviation und -subluxation kommen (4, 23). 
 
1.4.1 Verschiedene Synovialmembrantypen bei rheumatoider Arthritis   
Für die histopathologische Klassifizierung der rheumatoid veränderten Synovialmembran 
können drei histologische Haupttypen unterschieden werden. Dabei handelt es sich zum 
einen um den dominant B-zelligen Typ I und zum anderen um den dominant T-zelligen/ 
makrophagozytären Typ II beziehungsweise um einen Mischtyp Typ III.   
Im histologischen Bild von Typ II lassen sich keine rheumatoiden Granulome oder 
Hemigranulome detektieren. Dieses Gewebe zeigt gering ausgeprägte exsudativ-
entzündliche Veränderungen und kann damit einem niedrigen Aktivitätsgrad der 
rheumatoiden Arthritis zugeordnet werden. Es wächst oberflächlich infiltrierend unter 
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der Ausbildung polypöser Strukturen und wirkt nur eingeschränkt destruierend auf das 
Knorpelgewebe ein.         
Der Typ II zeichnet sich durch die Ausbildung eines ausgedehnten von epichondral nach 
subchondral wachsenden, knorpelaggressiven, fibroblasten- und kapillarreichen 
Granulationsgewebes aus. Es wächst tief in die Synovialis ein, ist reich an Fibrinexsudaten 
und exulzeriert. Der Aktivitätsgrad der rheumatoiden Arthritis wird für diesen Typ als 
hoch eingestuft. Aufgrund der histologischen Eigenschaften und der Assoziation mit HLA-
DR4 wird der Typ II im Vergleich zu Typ I als prognostisch ungünstig angesehen (36, 39). 
 
1.5 Tiermodelle zur Untersuchung der rheumatoiden Arthritis   
Angesichts der bisher noch ungeklärten pathologischen Mechanismen, die zur Entstehung 
der rheumatoiden Arthritis beitragen, bieten sich zur Untersuchung von 
wissenschaftlichen Fragestellungen sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Modelle an. Für in-
vivo-Modelle eignen sich leicht erhältliche Spezies wie Mäuse und Ratten, bei welchen ein 
rasch progredienter Verlauf der rheumatoiden Arthritis induziert werden kann (40, 41). 
In-vivo können Arthritiden entweder induziert werden oder spontan durch Mutationen 
auftreten (3). Als Beispiele für die spontan auftretenden Arthritiden wären die HLA-B27 
Arthritiden (42) in transgenen Tieren oder die durch eine Mutation ausgelösten 
Arthritiden in MRL/lpr-Mäusen zu nennen (43). Zu der Gruppe der induzierten Arthritiden 
gehören unter anderem die Adjuvans- (44), die Antigen- (45), die Kollagen- (46) die 
Kollagen-Antikörper-induzierte- (47) und das Modell der human/ murinen SCID-Arthritis 
(48).  
Das Modell der human/ murinen SCID-Arthritis wurde entwickelt, um die direkten 
pathologischen Effekte von rheumatoid verändertem Synovium im Gelenk untersuchen zu 
können (48). Für das Modell wurden Synovialmembrananteile von Patienten mit RA (49) 
oder daraus gewonnene Zellen wie Fibroblasten (50) in die Kniegelenke von SCID-Mäusen 
(„Severe Combined Immuno-Deficiency“) implantiert. SCID-Mäuse sind nicht in der Lage, 
funktionierende T- und B-Zellen zu entwickeln (51), somit werden Allo- oder 
Xenotransplantate nicht abgestoßen. Lediglich das angeborene, unspezifische 
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Immunsystem der Mäuse mit Makrophagen, natürlichen Killerzellen und Granulozyten 
kann auf das Transplantat einwirken. Durch die Übertragung von erkrankten Zellen des 
Menschen auf diese Mäuse können ähnliche Krankheitsbilder hervorgerufen werden (52). 
So ist es möglich, die Induktion einer Arthritis mit der Entwicklung von typischem 
Pannusgewebe, welches den Gelenkknorpel beziehungsweise den Gelenkknochen 
invadiert und destruiert, nachzustellen.        
  
1.5.1 Das Tiermodell der Fibroblasten-induzierten Gelenkdestruktion in der BALB/c-
Maus 
Aktivierte beziehungsweise transformierte synoviale Fibroblasten sind an der Ausbildung 
von gelenksdestruierendem Pannusgewebe im Rahmen der rheumatoiden Arthritis 
maßgeblich beteiligt (4, 7). Um die pathologischen Effekte dieser Zellen zügig und 
äquivalent nachstellen und neue Therapiekonzepte entwickeln zu können, wurde über 
das Modell der human/ murinen SCID-Arthritis die Transformation von gesunden murinen 
Fibroblasten zu aktivierten, invasiven, destruktiven Fibroblasten induziert. Die 
veränderten murinen Fibroblasten (Zelllinie LS48) können innerhalb von 14 Tagen durch 
die intraartikuläre Injektion in die Kniegelenke von SCID-Mäusen eine progressive 
Knorpeldestruktion auslösen (53). Das Tiermodell SCID-LS48 kann aber nur über einen 
kurzen Zeitraum untersucht werden, da SCID-Mäuse auf Grund ihres defizienten 
Immunsystems für eine schnelle und spontane Tumorentstehung prädisponiert sind (51). 
BALB/c-Mäuse können im Gegensatz zu immundefizienten SCID-Mäusen eine T-
zellvermittelte Immunantwort mit anschließender spezifischer Antiköperproduktion 
zeigen (54) und sind daher für einen längeren Beobachtungszeitraum geeignet. Außerdem 
erlauben die möglichen Interaktionen zwischen dem spezifischen Immunsystem der 
BALB/c-Maus und der Zelllinie LS48 eine realistische Nachstellung der Gelenkdestruktion 
in Bezug auf die rheumatoide Arthritis, als es in der SCID-Maus möglich ist. Die 
histopathologischen Effekte der invasiven Fibroblasten-Zelllinie LS48 in der 
immunkompetenten BALB/c-Maus sind bisher nicht untersucht wurden.  
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1.6 Histopathologische Score-Systeme der rheumatoiden Arthritis in 
Tiermodellen          
Die histopathologischen Scoring-Systeme für die Arthritis-induzierten Tiermodelle sind 
teilweise sehr unterschiedlich, da sie abhängig von den zu untersuchenden rheumatoiden 
Arthritis-Modellen und den jeweiligen Fragestellungen sind.     
Als zu beurteilende Parameter werden zum Beispiel die Fibroblastenhyperplasie, zelluläre 
Infiltration, Neoangiogenese, Pannusbildung und die Knorpel- und Knochendestruktion 
herangezogen. Das Auftreten der einzelnen Parameter ist dabei stadienabhängig und 
bestimmt hierdurch die Einteilung in milde Früh- oder progressive Spätveränderungen 
(55–57). Dabei kann analog der Stadien ein numerischer Score zum Beispiel von 0-3, 
verwendet werden (58–63).         
In anderen Arbeiten werden die Parameter einzeln, dem Grad ihrer Ausprägung gemäß, 
ebenfalls numerisch bewertet. Anschließend wird die Summe der vergebenen Punkte 
gebildet und so ein Rückschluss auf die Progression der histopathologischen 
Veränderungen gezogen (64–69).      
Die Einschätzung der Fibroblasteninvasion in der Synovia kann aber auch über die 
Auszählung von Zelllagen erfolgen und die der Knorpeldestruktion über die Messung des 
Durchmessers der degradierten Chondrone. Diese Methodik erlaubt eine einfache und 
objektive Beurteilung der histologischen Präparate (70). Eine ähnliche Vorgehensweise 
zeigen auch andere Arbeiten (71–74).        
 
1.7 Ziel   
Es wurden verschiedene Modelle zur Untersuchung der rheumatoiden Arthritis und der 
Entwicklung möglicher Behandlungsstrategien hervorgebracht. Transformierte 
beziehungsweise aktivierte, invasiv-wachsende Fibroblasten in der Synovialis gelten als 
wichtigster Ausgangspunkt der Gelenkdestruktion im Rahmen der rheumatoiden Arthritis. 
Die Gelenkdestruktion durch die aktivierte und transformierte synoviale, murine 
Fibroblasten-Zelllinie LS48 soll erstmalig unter immunkompetenten Bedingungen über 
einen längeren Zeitraum untersucht werden. Dieses Modell hat den Vorteil, dass die 
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Pathologie einer Fibroblasten-abhängigen Gelenkdestruktion im Menschen innerhalb 
kürzester Zeit nachgestellt werden kann und auch naturgetreuer als es in 
immundefizienten Tieren möglich ist. Diese Gelenkdestruktion soll über die intraartikuläre 
Injektion der Fibroblasten-Zellinie LS48 in die Kniegelenke von BALB/c-Mäusen 
hervorgerufen und anschließend histopathologisch beurteilt und klassifiziert werden. Um 
den Effekt der Gelenkdestruktion durch die Fibroblasten-Zelllinie LS48 zu untersuchen 
beziehungsweise zu vergleichen, soll die nicht-invasive Kontroll-Zelllinie NIH/3T3 
eingesetzt werden. Aufgabe dieser Arbeit ist es, histopathologische Kriterien zur 
Beurteilung der Gewebsdestruktion in Mäuseknien herauszuarbeiten, um mit diesem 
Modell künftig weitere wissenschaftliche Erkenntnisse gewinnen und therapeutische 
Ansätze testen zu können.        
 
1.7.1 Fragestellungen 
• Wie können die histopathologischen Veränderungen im Kniegelenk durch eine 
intraartikuläre Injektion der Fibroblasten-Zelllinie LS48 über die verwendeten 
histologischen Scoring-Parameter beschrieben beziehungsweise charakterisiert 
werden? 
o für den Parameter Zellinvasion 
o für den Parameter Pannusformation 
o für den Parameter Knorpeldestruktion 
 
• Wie ausgeprägt entwickeln sich destruktive Prozesse im ipsilateralen Kniegelenk 
nach der intraartikulären Injektion der invasiven Zelllinie gegenüber der 
Kontrollgruppe im Verlauf von zehn Wochen anhand der lichtmikroskopisch 
beurteilten histopathologischen Parameter? 
o Parameter: Zellinvasion        
o Parameter: Pannusformation       
o Parameter: Knorpeldestruktion       
o Gesamtscore          
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• Wie verhalten sich die Zelllinien LS48 und NIH/3T3 gemessen an den erhobenen 
Parametern im Vergleich zueinander?     
 
• Zeigen sich unterschiedliche Ausprägungen der Parameter in den medialen und 
lateralen Anschnitten der histologischen Präparate der Kniegelenke?   
 
• Sind auch im kontralateralen Kniegelenk histopathologische Veränderungen nach 
intraartikulärer Injektion in das ipsilaterale Kniegelenk in einem Zeitverlauf von 
zehn Wochen festzustellen?   
 
• Wie unterscheiden oder ergänzen sich die Untersuchungsmethoden der Licht- und 
Polarisationsmikroskopie?         
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2 Material und Methoden 
2.1 Zelllinien und Versuchstiere 
Für die Durchführung der Experimente wurden die LS48-Zelllinie (Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Nummer DSM, ACC 2455; 
Biotectid, Leipzig, Deutschland), die NIH/3T3-Zelllinie (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen bei München, Deutschland) und BALB/c-Mäuse (Medical Inflammation 
Research, Karolinksa-Institut, Stockholm, Schweden/ Medizinisch-Experimentelles 
Zentrum der Medizinischen Fakultät Leipzig, Deutschland) genutzt.    
 
2.1.1 Die Fibroblasten-Zelllinie NIH/3T3        
George Todaro und Howard Green von der New York University School of Medicine 
haben 1962 die NIH/3T3-Zelllinie aus embryonalem Gewebe von Schweizer Albino-
Mäusen (Mus musculus) isoliert. Diese Zellen gelten heutzutage als Standard-
Fibroblastenzelllinie. Ihr Name leitet sich von dem sogenannten „NIH/3T3-Protokoll“ ab: 
Die Zellen wurden alle „3“ Tage auf drei neue Kulturflaschen umgesetzt („transferiert“) 
und ab einer Dichte von „3“ x 105 Zellen pro 20 cm2 immunisiert. Sie sind in der Lage 
spontan zu immortalisieren, ohne dabei ein tumorähnliches Wachstum zu erfahren (75). 
Gegenüber invasiven Fibroblasten-Zelllinien (z. B. LS48) zeigen NIH/3T3-Zellen eine 
geringere Migrations- und Invasionsaktivität (76, 79). Dadurch sind sie als Kontrollgruppe 
gegenüber invasiv wachsenden Fibroblasten in wissenschaftlichen Untersuchungen 
geeignet (77, 78).       
 
2.1.2 Die Fibroblasten-Zelllinie LS48        
Um die artikuläre Knorpeldestruktion in vivo durch aktivierte synoviale Fibroblasten 
untersuchen zu können, wurde 2005 die murine Fibroblasten Zelllinie LS48 (Europäisches 
Patent Nr: EP 1 160 316 A1) isoliert. Diese Zellen sind in der Lage eine Knorpeldestruktion 
im Gelenk auszulösen (77). Die LS48-Zellen sezernieren proinflammatorische Zytokine 
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(53) und Matrix-degradierende Proteasen (76). Weiterhin konnte eine vermehrte 
Expression von adhäsiven und immunologisch aktiven Molekülen im Vergleich zu non-
invasiven Fibroblasten registriert werden (78). Außerdem wurde ein autonomes 
beziehungsweise tumorähnliches Wachstumsverhalten (53) und ausgeprägtes Migrations- 
und Invasionsverhalten (76) der LS48-Zelllinie beobachtet. Mit Hilfe dieser Zelllinie 
könnten die Effekte neuer Therapiestrategien bezüglich der Knorpeldestruktion getestet 
werden.        
 
2.1.3 Die BALB/c-Maus 
Um 1913 wurden BALB/c-Mäuse erstmals von Bagg im Memorial Hospital New York City 
für Verhaltensstudien genutzt. Im Verlauf wurden die Mäuse auch zunehmend für die 
experimentelle Krebsforschung in Bezug auf spontane Tumorentstehung und 
Tumortransplantationen genutzt (80).       
Ebenso wurden bei der Erforschung der rheumatoiden Arthritis immer häufiger BALB/c-
Mäuse eingesetzt. BALB/c-Mäuse sind im Gegensatz zu SCID-Mäusen als 
immunkompetent einzustufen, da eine T-Zellvermittelte Immunantwort mit 
anschließender Antikörperproduktion möglich ist (54). Dadurch könnten Implantate 
abgestoßen beziehungsweise Antigene erkannt und bekämpft werden. Diese 
Immunkompetenz erlaubt damit, immunpathologische Vorgänge realistischer nachstellen 
zu können. In dem BALB/c-Modell der Proteoglykan-induzierten Arthritis wurde zum 
Beispiel die Entwicklung einer progressiven Polyarthritis und Spondylitis ankylosans 
induziert (54). Auch für die Kollagen-Antikörper induzierten Arthritis (CAIA) wurden 
BALB/c-Mäuse verwendet (20).   
Für das Modell der Fibroblasten-induzierten Gelenkdestruktion durch die Zelllinie LS48 in 
BALB/c-Mäusen gibt es bisher keine wissenschaftlichen histologischen Untersuchungen. 
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2.2 Tierversuchsplan         
Im Medizinisch-Experimentellen-Zentrum der Universität Leipzig wurden 66 
BALB/c-Mäuse unter pathogenfreien Bedingungen bei 27° C, 80 % Luftfeuchtigkeit und 
einem 12-stündigen Tag-/Nachtzyklus in einem Luftstromisolator gehalten. Ad libitum 
wurden Pellets und Wasser gegeben. Das Gewicht und das äußere Erscheinungsbild 
wurden täglich zur Beurteilung des Gesundheitszustandes kontrolliert. Die BALB/c-Mäuse 
wurden nach ihrer Geburt geschlechterspezifisch getrennt, auf achtzehn Käfige aufgeteilt 
und in einem Alter von vierzehn Wochen wie in Tabelle 1 beschrieben behandelt. Um die 
intraartikuläre Injektion durchführen zu können, wurden die Mäuse über die Inhalation 
mit Isofluran® (Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) betäubt. Anschließend 
wurde das linke Kniegelenk rasiert, desinfiziert und die Zellsuspension mit Hilfe von 
Insulinspritzen (Micro-Fine, Becton Dickinson GmbH) infrapatellar injiziert.  
   
 
Tabelle 1: Versuchsaufbau mit Anzahl der Mäuse, Geschlecht, Versuchsdauer in Tagen und der 
intraartikulären Injektion der jeweiligen Zellliniensuspension. 
Gruppe 
Anzahl der 
Mäuse 
Geschlecht 
Versuchsdauer in 
Tagen 
Bolusinjektion 
1 4 m 14 LS48 
2 4 m 14 LS48 
3 4 w 28 LS48 
4 5 w 28 LS48 
5 4 m 42 LS48 
6 2 m 42 LS48 
7 4 w 42 LS48 
8 3 m 56 LS48 
9 2 w 56 LS48 
10 5 w 56 LS48 
11 5 m 70 LS48 
12 5 w 70 LS48 
13 3 m 70 Kontrollgruppe 
14 2 w 14 Kontrollgruppe 
15 2 m 14 Kontrollgruppe 
16 3 m 70 Kontrollgruppe 
17 4 w 14 NIH/3T3 
18 5 m 70 
NIH/3T3/1 x 1 
Kontrollmaus 
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2.3 Zellkultur 
2.3.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 Laminar Flow Cabinet   Clean Air Systems, Biohazard, 
       ThermoLifeScience, Egelsbach, 
       Deutschland     
 Wasserbad 37 °C    Medim Medizintechnik GmbH, 
       Hamburg, Deutschland   
 CO2/H2O Brutschrank    Forma Scientific Inc.,   
       Marietta, Ohio, USA    
 Tiefstkühlschrank (bis -86 °C)  Heraeus Holding GmbH,  
       Hanau, Deutschland    
 Inverses Durchlichtmikroskop  Olympus® CK30,   
       Olympus Europa Holding GmbH,  
       Hamburg, Deutschland   
 Zählkammer     Neubauer-improved,   
       Paul Marienfeld GmbH & Co. KG 
       Lauda Königshofen, Deutschland 
 Taschenrechner    FX-82SX Fraction,   
       CASIO Europe GmbH,   
       Norderstedt, Deutschland   
 Zentrifuge     Varifuge 30RS, Heraeus Holding GmbH 
 Kühlschrank     „Gastro-line“, Liebherr-International
       Deutschland GmbH,   
       Biberach an der Riss, Deutschland  
 Gefrierschrank    Exclusiv Economic Froster,  
       Robert Bosch GmbH,   
       Gerlingen-Schillerhöhe, Deutschland 
 Pipettenspitzen (10,100,1000 µl)  Greiner Bio-One GmbH,  
       Frickenhausen, Deutschland   
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 Latex-Handschuhe    Peha-soft, puderfrei, klein – S, 
       Paul Hartmann AG,   
       Heidenheim, Deutschland   
 Kolbenhubpipette    Eppendorf AG, Hamburg,Deutschland 
 15 ml Röhrchen    Greiner Bio-One GmbH   
 50 ml-Röhrchen    BD Falcon™ Tubes,   
       Becton Dickinson GmbH,  
       Heidelberg, Deutschland   
 Serologische 10 ml Pipetten   BD Falcon™, Becton Dickinson GmbH 
 Pipettierhilfe     Pipetus® Akku,   
       Hirschmann Laborgeräte GmbH 
       & Co. KG, Eberstadt, Deutschland 
 Kryoröhrchen 2 ml    Greiner Bio-One GmbH   
 Zellkulturflaschen  150 cm3  NuncTM Brand,   
       Thermo Electron LED GmbH,  
       Langenselbold, Deutschland   
 
2.3.2 Reagenzien 
 DMEM      PAA-Laboratories GmbH,  
       Pasching, Österreich    
 DMSO      AppliChem GmbH,   
       Darmstadt, Deutschland   
 FCS      PAA-Laboratories GmbH   
 LS48-Zelllinie     Deutsche Sammlung von   
       Mikroorganismen und Zellkulturen 
       Braunschweig (DSMZ), Nummer DSM
       ACC 2455; Biotectid,   
       Leipzig, Deutschland    
 Stop-Puffer           
o PBS     PAA-Laboratories GmbH   
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o FCS  10 %   PAA-Laboratories GmbH   
 PBS (nach Dulbecco et al.)   PAA-Laboratories GmbH   
 Penicillin  100 U/ml  PAA-Laboratories GmbH   
 Streptomycin  100 µg/ml  PAA-Laboratories GmbH   
 Trypanblau     Fluka Analytical®,   
       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
       Taufkirchen bei München, Deutschland 
 Trypsin/EDTA     PAA-Laboratories GmbH   
 
2.3.3 Durchführung 
Für die Induktion einer Knorpeldestruktion im Kniegelenk wurden pro Maus 5x105 Zellen 
der LS48-Zelllinie und der NIH/3T3-Zelllinie benötigt. Dazu wurden für 47 Mäuse fünfzehn 
Zellkulturflaschen à 150 cm3 mit LS48-Zellen und für acht Mäuse drei Zellkulturflaschen á 
150 cm3 mit NIH/3T3-Zellen kultiviert. Die Zellen waren zunächst in einem Serum, 
bestehend aus 90 % FCS und 10 % DMSO, bei mindestens -80 °C kryopreserviert. In einem 
Kryoröhrchen befanden sich in 1 ml Serum 1x106-1x107 Zellen. Die eingefrorenen Zellen 
wurden in einem Wasserbad von 37 °C erwärmt bis etwa die Hälfte aufgetaut war. 
Ebenso wurde Medium und FCS im Wasserbad bei 37 °C vorerwärmt. Das Medium 
bestand aus 500 ml DMEM (100 %) mit 10 % FCS und zu 1 % aus Penicillin/Streptomycin. 
In einem separaten 50 ml-Röhrchen wurden 20 ml Medium zugegeben. Danach wurde 
1 ml FCS zu den aufgetauten Zellen in das Kryoröhrchen pipettiert. Die Zellen wurden 
anschließend in das 50 ml-Röhrchen gegeben, bei 300 x g, 4 °C und 1000 U/min für acht 
Minuten zentrifugiert und nach Abgießen des Überstands in 9 ml Medium resuspendiert. 
Die Suspension wurde daraufhin auf drei Zellkulturflaschen á 150 cm3 verteilt, mit je 7 ml 
Medium aufgefüllt, beschriftet und anschließend in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 
und einer Luftfeuchte von 97 % inkubiert. Ein Medienwechsel erfolgte alle zwei Tage. Bei 
einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurden zuerst Medium, 
PBS und Trypsin/EDTA im Wasserbad bei 37 °C vorerwärmt. Das alte Medium wurde 
abgenommen und verworfen. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um 
restliches Medium und tote Zellen zu entfernen. Anschließend wurde das PBS wieder 
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abgenommen. Um die adhärenten Zellen vom Flaschenboden zu lösen, wurden die Zellen 
mit etwa 15 ml Trypsin/EDTA behandelt und für fünf Minuten bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert. Dieser Vorgang wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, denn nicht-adhärente 
Zellen zeigten keine Ausläufer mehr und waren somit frei beweglich. Abgestoppt wurde 
diese enzymatische Reaktion mit 10 ml PBS, welches zusätzlich zu 10 % aus FCS bestand. 
Trypsin/EDTA, PBS und die darin enthaltenen Zellen wurden in ein 50 ml-Röhrchen 
überführt und für acht Minuten bei 300 x g, 4 °C und 1000 U/min zentrifugiert. 
Anschließend wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. Hierfür 
wurden 50 µl Zellsuspension und 50 µl 0,4 % Trypanblau gemischt. Die Stege der 
Zählkammer wurde angefeuchtet, das Deckgläschen aufgelegt und vorsichtig angedrückt 
bis regenbogenartige Schnürringe sichtbar wurden. Anschließend wurde die Zählkammer 
mit der Trypanblau-Zellsuspension befüllt und die ungefärbten und lebenden Zellen unter 
dem Mikroskop in den vier Großquadraten ausgezählt, wobei 4x4 kleine Quadrate ein 
Großquadrat bildeten. Die Gesamtzahl der Zellen der vier Großquadrate wurde durch vier 
geteilt, um den Mittelwert zu bestimmen. Nachfolgend wurde dieser mit dem Wert der 
Vorverdünnung der Zellsuspension und mit 104 als konstanter Faktor, welcher sich aus 
der Größe der Zellkammer ergibt, multipliziert. Danach wurden die Zellen zweimal mit 
reinem PBS gewaschen, auf fünf neue Zellkulturflaschen á 150 cm3 umgesetzt und jede 
Zellkulturflasche mit je 10 ml Medium aufgefüllt. Im Anschluss daran wurden die 
Zellkulturflaschen wieder in den Brutschrank gestellt und bei 37 °C inkubiert. Die 
Kultivierung und das Passagieren erfolgte erneut wie oben beschrieben bis die 
LS48-Zelllinie schließlich in 15 Zellkulturflaschen gewachsen war. Es wurde eine 
Konzentration von 5 x 105 Zellen/ 20µl eingestellt und die Zelllinie auf Eis gelagert. 
  
2.4 Isolation der murinen Kniegelenke 
Nach Ablauf der in Abschnitt 2.2 in Tabelle 1 beschriebenen Zeitintervalle wurden die 
Mäuse mit CO2 getötet. Das Fell wurde an den Beinen abpräpariert (Präparierbesteck, 
Merck KGaA), die Kniegelenke kranial und kaudal von den Knochen abgetrennt und 
überstehendes Muskelfleisch oder Bindegewebe kapselnah entfernt. Die Kniegelenke 
wurden für 24h in mit 5 ml 4 % Formaldehydlösung (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
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Deutschland) gefüllte 15ml fassende Röhrchen gelegt, danach in Einbettkassetten fixiert 
und in eine Entkalkerlösung überführt.  
 
2.5 Histologische Aufarbeitung 
2.5.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 Uhrglasschale, Duran®   Ø 250 mm, Carl Roth GmbH & Co. KG 
 Laborflasche 1 Liter Duran®   Schott, GL 45, Duran Group GmbH, 
       Mainz, Deutschland    
 Magnetrührer     MR 3000,    
       Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
       Kelheim, Deutschland   
 Abzugsschrank    Prutscher Laboratory Systems GmbH,
       Neudörfl, Österreich    
 Einbettkassetten mit Deckel,   40,5 x 28,5 x 7 mm,    
 Rotilabo®     Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Gläser 10 ml, Duran®    Duran Group GmbH    
 Färbekästen nach Hellendahl  60 x 55 x 105 mm,   
       Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Glaskästen     105 x 85 x 70 mm,   
       Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Metallausgießform    24 x 30 x 5 mm,   
       Sakura Finetek Europe B.V.,  
       Alphen aan den Rijn, Niederlande  
 Brutschrank 58 °C    Heraeus Holding GmbH   
 Faltenfilter, Rotilabo®   Typ 113P, Membran-Ø 150 mm 
       Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Glastrichter     Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Paraffinspender 62 °C   EG1120, Leica Microsystems GmbH 
       Wetzlar, Deutschland    
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 Kombiniertes Paraffinstreckbad  DDM-P848,    
 mit Objektträger-Strecktisch   Medim Medizintechnik GmbH  
 Schlittenmikrotom    Jung SM 2000R,   
       Leica Microsystems GmbH   
 Objektträger     76 x26 mm, Superfrost-Plus,  
       Gerhard Menzel GmbH,  
       Braunschweig, Deutschland   
 Deckgläser     24 x 50 mm, Gerhard Menzel GmbH 
 Objektträgerkästen, Rotilabo®  210 x 87 x 33 mm, weiß,  
       Carl-Roth GmbH & Co. KG   
 Pinzette     Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Einmalpipetten 3 ml    BD Falcon™, Becton Dickinson GmbH 
 Latex-Handschuhe    Peha-soft, puderfrei, klein – S, 
       Paul Hartmann AG    
 
2.5.2 Reagenzien 
 Formalin     Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Aluminiumchlorid    Merck KGaA,     
       Darmstadt, Deutschland   
 Salzsäure     Riedel-de Haën®,   
       Honeywell Specialty Chemicals  
       Seelze GmbH, Seelze, Deutschland  
 Ameisensäure     Carl Roth GmbH & Co. KG   
 5 %ige Natriumsulfatlösung   Merck KGaA     
 100 % Alkohol     Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH  
       & Co. KG, Leipzig, Deutschland  
 Isopropanol     Carl Roth GmbH & Co. KG   
 Methylbenzoat    Merck KGaA     
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 Paraffin     Histosec Pastillen,   
       Erstarrungspunkt: 56-58 °C,  
       Merck KGaA     
 Kernechtrubin    Merck KGaA     
 Eisessig     J.T. Baker®,    
       Mallinckrodt Baker B.V.,  
       Deventer, Niederlande   
 Anilinblau     Waldeck GmbH & Co. KG,  
       Münster Deutschland   
 Orange G     Certistain®, Merck KGaA   
 Wolframphosphorsäure   Merck KGaA     
 Xylol      Merck KGaA     
 Speiseöl     Rewe Handelsgruppe GmbH,  
       Köln, Deutschland    
 Entellan     Merck KGaA     
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2.5.3 Entkalkung, Entwässerung, Einbettung und Schneiden der Präparate 
Bei der Herstellung des Entkalkers entsteht starke Hitze. Daher wird dieser Vorgang als 
explosionsgefährlich eingestuft und wurde in einem Wasserbad mit Eis durchgeführt. 
Zunächst wurde eine 1 l-Laborflasche mit 500 ml Aqua dest. befüllt. Anschließend wurden 
langsam und nacheinander 70 g Aluminiumchlorid, 85 ml Salzsäure und 50 ml 
Ameisensäure unter ständigem Rühren hinzugegeben. Die Laborflasche wurde auf 1 l mit 
Aqua dest. ergänzt. Hierauf wurden die in den Einbettkassetten eingelegten explantierten 
Kniegelenke in Glaskästen gesetzt und zwei Stunden unter fließendem Wasser gewässert. 
Die Glaskästen wurden im Anschluss daran mit Entkalkerlösung gefüllt. Der wieder unter 
ständigem Rühren stattfindende Entkalkungsprozess dauerte circa drei bis vier Tage an. 
Die Weichheit der Knochen wurde währenddessen immer wieder mit einer Stecknadel 
überprüft. Waren die Knochen ausreichend mürbe, wurden die in den Einbettkassetten 
befindlichen Kniegelenke in einer 5 % Natriumsulfatlösung für dreißig Minuten 
neutralisiert und unter fließendem Wasser über Nacht gewässert.    
In der weiteren Aufarbeitung wurden die Kniegelenke nach einem standardisierten 
Schema mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert: 2 x je 1 h in 70 % Alkohol, 
2 x je 1 h in 80 % Alkohol, 2 x je 1 h in 90 % Alkohol, 2 x je 1 h in 100 % Alkohol, 1 x 1 h in 
Isopropanol und 1 x 24 h in Methylbenzoat. Die Kniegelenke wurden aus den 
Einbettkassetten herausgenommen, in Bechergläser umgesetzt und in einem Brutschrank 
für 2 x je 24h bei 58 °C mit Paraffin durchsetzt. Anschließend wurden die Kniegelenke 
wieder in Einbettkassetten eingesetzt und mit Hilfe von Einbettformen in Paraffin 
eingebettet. Die Paraffinblöcke wurden nach Erkaltung bei Raumtemperatur aus den 
Einbettformen herausgelöst und mit einem Schlittenmikrotom in 7 µm dicke 
Paraffin-Schnittpräparate geschnitten. Bei circa 50 °C wurden die Schnittpräparate in 
einem Paraffinstreckbad mit einem Pinsel geglättet, auf Objektträger aufgetragen und 
anschließend auf einem Objektträger-Strecktisch bei 25 °C getrocknet.    
Um die Lokalisation und das Ausmaß der Destruktion besser beurteilen zu können, 
wurden für die Auswertung des histopathologischen Scores laterale und mediale 
Sagittalschnitte angefertigt. In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff „medial“ als 
mediane, interkondyläre Ebene des Kniegelenks angesehen.   
In den histologischen Präparaten der medialen Anschnitte finden sich Anteile des 
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2.5.4 Azanfärbung nach Heidenhain
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in 100 ml Aqua dest. gekocht und nach dem Erkalten filtriert. Vor der eigentlichen 
Färbung wurden die Schnittpräparate in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. 
Dazu wurden die Objektträger 2 x 8 min in Xylol, 1 x 5 min in 100 % Alkohol, 1 x 5 min in 
90 % Alkohol, 1 x 5 min in 80 % Alkohol und 1 x 5 min in 70 % Alkohol gelegt und 
abschließend mit Aqua dest. gespült.    
Die Färbung erfolgte nach folgendem Schema:       
 
1. 5 min in Kernechtrubinlösung färben       
2. in Aqua dest. abspülen         
3. 5 min in 5 % Wolframphosphorsäure beizen      
4. in Aqua dest. abspülen         
5. 8 min in Anilinblau-Orange G-Lösung färben      
6. in Aqua dest. abspülen         
7. kurz in 96 % Alkohol differenzieren        
8. in Isopropanol entwässern         
9. mit Entellan eindeckeln         
 
Das Gewebe wurde zunächst mit dem sauren Kernechtrubin angefärbt. Durch das Beizen 
mit 5 % Wolframphosphorsäure wurde das Kernechtrubin wieder aus dem Bindegewebe 
entfernt. Aufgrund des hohen Gehaltes an basischen Proteinen in den Zellkernen blieb 
das Kernechtrubin in den Zellkernen erhalten. Die Anilinblau-Orange G-Lösung war in alle 
Strukturen des Präparats eingedrungen. Das Binde- und Stützgewebe hatte aber 
ausschließlich das Anilinblau angenommen. Letztendlich stellten sich lichtmikroskopisch 
die Zellkerne rot, kollagenes und retikuläres Bindegewebe blau, Muskelgewebe rötlich bis 
orange, Erythrozyten rot, Gliafibrillen rot, saure Mucine blau und Sekretkörperchen der 
Drüsenzellen je nach Beschaffenheit gelb, rot, oder blau dar (82).     
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2.6 Klassifikation mit dem Durchlichtmikroskop für das Modell der 
Fibroblasten-induzierten Knorpeldestruktion (Balb/c-LS48) 
Die mit Kernechtrubin-Anillinblau-Orange G eingefärbten histologischen Präparate 
wurden mit Hilfe eines Leitz Laborlux S Mikroskops der Firma Leica Microsystems GmbH 
aus Wetzlar bei einer Vergößerung von 10 X 2,5, 10 X 10 und 10 X 40 untersucht. Die 
histologischen Präparate wurden anschließend mit einer Nikon DS-U1 Digital Bright 
Kamera der Firma Nikon GmbH aus Düsseldorf abgelichtet und mit dem Programm 
„Application Systems Heidelberg iView Media Pro 2.6“ bearbeitet.    
Es werden drei Parameter für die Klassifikation mit dem Durchlichtmikroskop verwendet. 
Die Parameter Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion werden für jedes 
histologische Präparat einzeln bis maximal drei Punkte bei einem Inkrement von 0,5 
Punkten bewertet. Der Gesamtscore ergibt sich aus der Summe der bewerteten 
Parameter. Der Gesamtscore erlaubt eine Einteilung der Ausprägung der 
Gewebsdestruktion durch die verwendeten Zelllinien: 0 wird als keine, 1-3 als leichte, 4-6 
als mäßige und 7-9 als schwerwiegende Gewebsdestruktion eingestuft.    
 
2.7 Klassifikation mit dem Polarisationsmikroskop für das Modell der 
Fibroblasten-induzierten Knorpeldestruktion (Balb/c-LS48) 
Mit Hilfe des Polarisationsmikroskops können isotrope und anisotrope Strukturen 
unterschieden werden. Anisotrope Strukturen sind im Gegensatz zu isotropen Strukturen 
molekular streng geordnet und zerlegen den einfallenden Lichtstrahl in zwei Anteile. Die 
Schwingungsebenen dieser zwei Strahlen stehen senkrecht aufeinander. Die Aufteilung 
des Lichtes in verschiedene Schwingungsebenen wird als „Doppelbrechung“ bezeichnet. 
Der in dem Polarisationsmikroskop enthaltene Polarisator und Analysator erzeugen 
polarisiertes Licht, welches das Aufleuchten von doppelbrechenden, anisotropen 
Strukturen ermöglicht (25). Das Polarisationsmikroskop erlaubt Aussagemöglichkeiten 
über die Phänomene Metachromasie, Doppelbrechung und Eigendichroismus, die von 
verschiedenen Geweben ausgehen können. Dadurch können submikroskopische 
Strukturen dargestellt werden, welche lichtmikroskopisch nicht unterschieden werden 
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können (83). Die in der amorphen, ungeordneten Grundsubstanz eingebetteten, 
„maskierten“ Kollagenfasern sind solche anisotropen Strukturen und lichtmikroskopisch 
nicht darstellbar. Unter Verwendung des Polarisationsmikroskops können die 
arkadenförmig angeordneten Kollagenfibrillen und die dazugehörige Zonengliederung des 
hyalinen Knorpels diarthrotischer Gelenke dargestellt werden (23).    
Im Zuge dieser Arbeit wurden die histologischen Präparate mit dem 
Polarisationsmikroskop JENAPOL-„U“ der Firma VEB Carl Zeiss aus Jena bei einer 
Vergrößerung von 10 X 10, 10 X 20 und 10 X 5 beurteilt. Die histologischen Präparate 
wurden anschließend mit der Mikroskopkamera Moticam 2500 USB 2.0 der Firma Motic 
Deutschland GmbH aus Wetzlar aufgenommen und mit dem Programm „Motic Image 
Plus 2“ bearbeitet. Die histologischen Präparate wurden bei einem Inkrement von 0,5 mit 
maximal 3 Punkten bewertet.        
 
2.8 Statistik 
Für alle statistischen Untersuchungen wurde das Programm SigmaPlot 11.0 eingesetzt. 
Bei einem Vergleich von zwei Versuchsgruppen wurde der U-Test angewendet. Wurden 
mehr Gruppen verglichen, wurde eine ANOVA on Ranks durchgeführt. Konnten hierbei 
signifikante Unterschiede festgestellt werden, wurden diese anschließend mit einem 
post-hoc Test nach Dunn überprüft.    
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3 Ergebnisse 
3.1 Score-Erhebung mit dem Lichtmikroskop für das Modell der 
Fibroblasten-induzierten Knorpeldestruktion (BALB/c-LS48) 
Zur lichtmikroskopischen Beurteilung der histopathologischen Veränderung im 
Kniegelenk wurden drei Score-Parameter verwendet, mit denen der Gesamtscore 
errechnet werden konnte. Für das in dieser Arbeit untersuchte Modell der 
Fibroblasten-induzierten Knorpeldestruktion in der BALB/c-Maus wurden die Parameter 
Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion herangezogen. Jeder Score-
Parameter wurde mit einem Wert von 0 bis 3 Punkten bewertet, wobei ein Inkrement von 
0,5 Punkten möglich war. Folglich betrug der Maximalscore nach Addition der drei Score-
Parameter 9 Punkte. Mit Hilfe des Gesamtscores wurde die Ausprägung der 
Gewebsdestruktion durch die verwendeten Zelllinien eingeteilt in: keine (0), leichte (1-3), 
mäßige (4-6) und schwerwiegende (7-9) Gewebsdestruktion.     
Die Befundung erfolgte an ipsi- und kontralateralen Kniegelenken von unbehandelten, 
nativen Kontrolltiergruppen und Tiergruppen, denen ipsilateral entweder NIH/3T3-Zellen 
oder LS48-Zellen in die Kniegelenke injiziert wurden. Diese wurden nach einer definierten 
Zeitdauer lichtmikroskopisch untersucht (siehe Tabelle 1).      
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3.1.1 Bewertungsmodus für den Score-Parameter Zellinvasion  
Die Deckzellschicht der Membrana synovialis besteht normalerweise aus einer bis 
maximal drei Zelllagen. Im Rahmen pathologischer Prozesse kann das Synovium 
hypertrophieren beziehungsweise hyperplasieren. In den histopathologischen 
Untersuchungen vorangegangener Arbeiten wird eine gesunde Deckzellschicht der 
Membrana synovialis als ein- bis zweischichtig definiert (70–74). Die für diese Arbeit 
verwendeten Zelllinien NIH/3T3 und LS48 migrieren beziehungsweise infiltrieren die 
Membrana synovialis der Kniegelenke und können dadurch eine Hypertrophie oder aber 
auch eine Hyperplasie der Deckzellschicht der Membrana synovialis auslösen. 
Orientierend an vorangegangen Arbeiten wurde in der vorliegenden Arbeit ein Synovium 
bestehend aus ein bis zwei Zelllagen als gesund klassifiziert.     
Die gesunde morphologische Größe der in der Deckzellschicht ansässigen Fibroblasten 
wurde für die Dicke einer Zelllage orientierend verwendet. Wie in Abbildung 5 dargestellt, 
definierte sich die Zellinvasion sowohl über die Anzahl der in der Deckzellschicht 
erkennbaren Zelllagen als auch über das Ausmaß von Neovaskularisation und über die 
Anfärbbarkeit des Synoviums. Des Weiteren wurde der invasive Übergriff auf die 
Synoviumknorpelgrenze oder aber auch auf den subchondralen Knochen als 
Beurteilungskriterium herangezogen.        
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Abbildung 5: Bewertungsscore der Zellinvasion
Durchlichtmikroskop.  
Im Rahmen pathologischer Prozesse kann
hyperplasieren. Die gesunde Deckzellschicht der Membrana synovialis wurde als ein
definiert. Die Hypertrophie beziehungsweise Hyperplasie der Deckzellschicht wurde in der vorliegenden 
Arbeit durch die intraartikuläre Injektion der Zelllinien verursacht. Die gesunde morphologische Größe 
der in der Deckzellschicht ansässigen Fibroblasten wurde für die Dicke einer Zelllage orientierend 
verwendet. Die Zellinvasion definierte sich sowohl über die A
erkennbaren Zelllagen als auch über das Ausmaß von Neovaskularisation und über die Anfärbbarkeit 
des Synoviums. Desweiteren wurde der invasive Übergriff auf die Synoviumknorpelgrenze 
beziehungsweise auf den subchondralen Kn
Parameter Zellinvasion wurde
X 40 mit einem Wert von 0-3 aufsteigend bewertet, wobei ein Inkrement von 0,5 Punkten möglich war.
Die histologischen Präparate wurden zuvor mit einer 
angefärbt.     
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3.1.2 Bewertungsmodus für den Score-Parameter Pannusformation 
Durch die intraartikuläre Injektion der Zelllinie LS48 kann sich eine entzündlich veränderte 
Synovialis entwickeln (53). Sie schwillt ödematös und zottenförmig an, hypertrophiert 
beziehungsweise hyperplasiert und wächst als knorpel- und knochendestruierendes und 
fibrinbildendes Pannusgewebe in die Gelenkhöhle vor (23, 34). Das gefäßreiche 
Granulationsgewebe besteht aus aktivierten Fibroblasten, Makrophagen, Chondrozyten 
und Osteoklasten und kann im weiteren Verlauf fibrosieren (4, 35). Die Fibroblasten und 
Chondrozyten verändern durch die Ausschüttung von Matrix-lysierenden Enzymen das 
Kollagen des hyalinen Knorpels und zusammen mit aktivierten Osteoklasten den 
subchondralen Knochen (14). Dieser destruierende Prozess kann mit irreversiblen 
Gelenkzerstörungen einhergehen (7).   
Die morphologische Größe der invadierenden Fibroblasten wurde für die 
histopathologischen Untersuchungen als Bezugsgröße zu der Dicke einer Zelllage 
Pannusgewebe verwendet. Wie in Abbildung 6 aufgezeigt, wurde die Dicke des 
Pannusgewebes über die Anzahl der gezählten Zelllagen definiert. Das Gewebe konnte 
dabei über die Synoviumknorpelgrenze bis in den subchondralen Knochen vorwachsen. 
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Abbildung 6: Bewertungsscore der Pannusformation
Durchlichtmikroskop.  
Eine entzündlich veränderte Synovialis kann als knorpel
unter Fibrinbildung über die Synoviumknorpelgrenze hinwegwachsen. Das Gewebe ist gefäßreich und 
besteht aus aktivierten Fibroblasten, Makrophagen, Chondr
Enzyme werden durch die aktivierten Fibroblasten und Chondrozyten ausgeschüttet. Die Folge können 
irreversible Gelenkzerstörungen mit Einbruch in den subchondralen Knochen sein. Invadierende 
synoviale Fibroblasten wurden in ihrer morphologischen Größe als Definition für die Dicke einer Zelllage 
Pannusgewebe beziehungsweise Fibrosierung genutzt. Die Anzahl dieser Zelllagen bestimmte das 
Ausmaß der Ausbreitung des Pannusgewebes. Ebenso wurde ein Überwachsen des Geweb
Synoviumknorpelgrenze bis in den subchondralen Knochen als Kriterium herangezogen werden. Der 
Score-Parameter Pannusformation wurde
X 10 und 10 X 40 mit einem Wert von 0
möglich war. Die histologischen Präparate wurden zuvor mit einer 
Lösung angefärbt.    
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3.1.3 Bewertungsmodus für den Score-Parameter Knorpeldestruktion 
Die intraartikuläre Injektion einer invasiven Zelllinie kann ein invasiv wachendes Synovium 
oder die Entstehung eines knorpeldestruierenden Pannusgewebes verursachen (53). 
Diese Veränderungen können eine lichtmikroskopisch sichtbare Knorpeldestruktion zur 
Folge haben (7, 8). Der hyaline Knorpel hatte durch die Kernechtrubin-Anillinblau-
Orange G- Färbung in den histologischen Präparaten ausschließlich das Anilinblau 
angenommen und wurde hierdurch von anderem Gewebe abgegrenzt. Die im hyalinen 
Knorpel ansässigen Chondrozyten wurden orientierend an ihrer gesunden 
morphologischen Größe als Referenz zu der Dicke einer Zelllage verwendet. Wie in 
Abbildung 7 demonstriert, wurde das Ausmaß der Knorpeldestruktion über die Anzahl der 
zerstörten Zelllagen definiert. Neben einem möglichen Einbruch in den subchondralen 
Knochen oder den Verlust des Gelenkprofils wurde ebenso eine etwaige Distorsion des 
Gelenks selbst im Rahmen der Knorpeldestruktion histologisch überprüft.  
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Abbildung 7: Bewertungsscore der Knorpeldestruktion
dem Durchlichtmikroskop. 
Ein invasiv wachendes Synovium beziehungsweise die Entstehung von knorpeldestruierendem 
Pannusgewebe kann eine lichtmikroskopisch sichtbare Knorpeldestruktion verursachen. Die 
Kernechtrubin-Anillinblau-Orange
ausschließlich blau erscheinen. Dadurch grenzte sich der hyaline Knorpel von anderem Gewebe ab. Die 
gesunde morphologische Größe der im Knorpel ansässigen Chondrozyten wu
Dicke einer Zelllage verwendet. Das Ausmaß der Knorpeldestruktion wurde über die Anzahl der 
zerstörten Zelllagen bestimmt. Zudem konnte es zu einem Einbruch in den subchondralen Knochen oder 
zu einem Verlust des Gelenkprofils kommen
Knorpeldestruktion möglich. Der Score
mikroskopischen Vergrößerung von 10 X 2,5, 10 X 10 und 10 X 40 mit einem Wert von 0
bewertet, wobei ein Inkrement von 0,5 Punkten möglich war.
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3.2 Datenanalyse der lichtmikroskopisch untersuchten Parameter
Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion
der Fibroblasten-induzierten 
3.2.1 Zellinvasion 
Die Abbildung 8 zeigt die 
Zellinvasion für das ipsilaterale Kniegelenk
Werte der nativen Kontrollt
NIH/3T3-Zellen und LS48-Zellen
verschiedene Zeitpunkte nach der 
 
Den behandelten Tiergruppen wurden Zellsuspensionen bestehend aus 
LS48-Zellen ipsilateral intraartikulär injiziert. In wöchentlichen Abständen wurden die Kniegelenke
beider Seiten histologisch aufgearbeitet und entsprechend der Azanfärbung nach Heidenhain 
angefärbt. Die histopathologischen Veränderungen
Hilfe eines Leitz Laborlux S Mikroskops der Firma Leica Microsystems GmbH aus Wetzlar bei einer 
Vergrößerung von 2,5 X 10, 10 X 10 und 40 X 10
analysiert und bewertet. Für den 
zwischen 0-3 vergeben, wobei da
Kontrolltiergruppe lagen bei 0,5 Punkten. 
zeigten einen Anstieg der Werte auf 1 und 1,5 Punkte nach zwei und zehn Wochen. Gemessen
der Kontrolltiergruppe wurden für diese Tiergruppen keine statistisch signifika
detektiert. Für die mit LS48-Zellen behandelt
signifikante Unterschiede in der zweiten, vierten und achten Untersuchungswoche nach der 
intraartikulären Injektion in Bezug auf die Kontrolltiergruppe feststellen
wurden bis zu 2 Punkte erreicht. In der sechsten und ze
Abbildung 8: Bewertung des Score
der Versuchstiergruppen. 
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Punkte bis 1 Punkt vergeben. (n=66; ± Max/Min;*: p < 0,05; ANOVA on Ranks)   
          
Der Median der Beurteilung für die Kontrolltiergruppe lag bei 0,5 Punkten. Im Vergleich 
dazu wiesen die mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen, zwei und zehn Wochen 
nach der intraartikulären Injektion eine zweifach höhere Bewertung für den Parameter 
Zellinvasion auf. Zwei und vier Wochen nach der Behandlung mit der LS48-Zelllinie 
wurden durchschnittlich 2 Punkte erreicht. In sechsten Woche sanken die Werte der mit 
LS48-Zellen behandelten Tiergruppen auf 0,5 Punkte ab, wobei eine erhöhte Streuung der 
Werte festzustellen war. Ein erneuter Anstieg der Bewertung wurde in der achten Woche 
nach der intraartikulären Injektion von LS48-Zellen beobachtet. Allerdings nahmen die 
Werte in der zehnten Woche wieder geringfügig ab. Zu diesem Zeitpunkt war ebenfalls 
eine deutlich erhöhte Streuweite der Werte zu beobachten. Mittels der statistischen 
Analyse ANOVA on Ranks konnten statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) für die 
mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen in der zweiten, vierten und achten 
Untersuchungswoche gegenüber der Kontrolltiergruppe aufgezeigt werden.   
  
  
 
Die Ergebnisse der lichtmikrosk
die kontralateralen Kniegelenke der Versuchstiergruppen
dargestellt. Die histopathologische Klassifizierung erfolgte
Systems in vorgegebenen zeitlichen Abständen
 
Den behandelten Tiergruppen wurden Zellsuspensionen bestehend aus 
Zellen ipsilateral intraartikulär injiziert. In wöchentlichen Abständen wurden die Kniegelenke
beider Seiten histologisch aufgearbeitet und entsprechend der Azanfärbung nach Heidenhain 
angefärbt. Die histopathologischen Veränderungen
Hilfe eines Leitz Laborlux S Mikroskops der Firma Leica Microsystems GmbH aus Wetzlar bei ein
Vergrößerung von 2,5 X 10, 10 X 10 und 40 X 10 
analysiert und bewertet. Für den Score
zwischen 0-3 vergeben, wobei das Inkrement 0,5 Punkte betrug. Die Bewertu
Zellinvasion für die Kontrolltiergruppe und für die mit 
zwei und zehn Wochen nach der intraartikulären Injektion erreich
zeigten die mit LS48-Zellen behandelten Tier
Untersuchungswoche. Für diese Tiergruppen war
woche mit 0,5 Punkten kein Anstieg der Werte
NIH/3T3-Zellen als auch für die mit LS
signifikanten Unterschiede gegenüber der Kon
ANOVA on Ranks)  
 
Die Bewertung für die kontralateralen
entsprach mit 0,5 Punkten der Bewertung der
Tiergruppe. Die untersuchten 
ipsilateral NIH/3T3-Zellen injiziert wurden
Abbildung 9: Bewertung des 
Kniegelenke der Versuchstiergruppen
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sowohl in der zweiten als auch in der zehnten Woche keine ausgeprägten Unterschiede 
für den Parameter Zellinvasion. Ein Anstieg der Werte um weitere 0,5 Punkte auf 1 Punkt 
bis 1,5 Punkte war hingegen nur für die kontralateralen Kniegelenke der mit LS48-Zellen 
behandelten Tiergruppen, in der zweiten, vierten und zehnten Woche nach der 
intraartikulären Injektion zu erkennen. In der sechsten und achten Woche ließ sich mit 0,5 
Punkten kein Anstieg der Werte für den Score-Parameter Zellinvasion nachweisen. Mit 
der statistischen Analyse wurden keine signifikanten Unterschiede berechnet (ANOVA on 
Ranks).          
Um die vorangegangen Ergebnisse zu bestätigen, wurden die behandelten ipsilateralen 
und die unbehandelten, kontralateralen Kniegelenke der einzelnen Versuchstiere mit 
Hilfe eines analytischen Vergleichs direkt gegenübergestellt und auf statistisch 
signifikante Unterschiede getestet. Dadurch konnte überprüft werden, ob sich die 
ipsilateralen Kniegelenke gegenüber den kontralateralen Kontrollkniegelenken 
histopathologisch unterscheiden, ob die Behandlung lediglich Auswirkungen auf die 
ipsilateralen Kniegelenke hatte oder ob eventuell andere Faktoren morphologische 
Veränderungen in beiden Kniegelenken verursacht haben könnten. Hierbei wurden für 
den Parameter Zellinvasion innerhalb der Kontrolltiergruppe und ebenfalls innerhalb der 
mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen, zwei und zehn Wochen nach der 
intraartikulären Injektion keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden 
Kniegelenken detektiert. Unter den mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zeigten sich 
hingegen sehr signifikante Unterschiede zwischen den ipsi- und kontralateralen 
Kniegelenken zwei (p = 0,002) und vier (p = 0,004) Wochen nach der Behandlung. Ein 
hoch signifikanter Unterschied (p = 0,001) zwischen dem ipsi- und kontralateralen 
Kniegelenken wurde in dieser Tiergruppe acht Wochen nach der intraartikulären Injektion 
nachgewiesen.    
  
  
 
3.2.2 Pannusformation 
Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Bewertung des 
Pannusformation für das ipsilaterale 
Abbildung 10 entnehmen. Die histopathologische Befundung der Kniegelenke der 
Kontrolltiergruppe und der Tiergruppen, denen 
Kniegelenke injiziert wurden, erfolgte zu vorgegebenen Zeitpunkten.
 
Den behandelten Tiergruppen wurden Zellsuspensionen bestehend aus 
Zellen ipsilateral intraartikulär injiziert. In wöchentlichen Abständen wurden die Kniegelenke 
beider Seiten histologisch aufgearbeitet und entsprechend der Azanfärbung nach Heidenhain 
angefärbt. Die histopathologischen Veränderungen
Hilfe eines Leitz Laborlux S Mikroskops der Firma Leica Microsystems GmbH aus Wet
Vergrößerung von 2,5 X 10, 10 X 10 und 40 X 10
analysiert und bewertet. Für den Score
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Abbildung 10: Bewertung des 
Kniegelenke der Versuchstiergruppen
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Für den Parameter Pannusformation wurde für die ipsilateralen Kniegelenke der 
Kontrolltiergruppe sowie für die Kniegelenke der mit NIH/3T3-Zellen behandelten 
Tiergruppen zwei und zehn Wochen nach der intraartikulären Injektion, keine Zunahme 
der Werte über 0,5 Punkte beobachtet. Im Vergleich dazu zeigten die Werte der 
Tiergruppen, welchen LS48-Zellen in die Kniegelenke injiziert wurden, zwei Wochen 
später eine deutliche Steigerung des Medians auf 2,5 Punkte. In der vierten und sechsten 
Untersuchungswoche hingegen war erneut ein sukzessiver Abwärtstrend bis 0,5 Punkte 
zu festzustellen. Anschließend stiegen die Werte in diesen Tiergruppen nach acht und 
zehn Wochen noch einmal geringfügig bis auf 1 Punkt an. Anzumerken ist, dass für die mit 
LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zu jedem bewerteten Zeitpunkt, eine erhöhte 
Streuweite der Werte zu erkennen war. In der statistischen Analyse ließen sich 
signifikante Unterschiede (p < 0,05) für die mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppe zwei 
Wochen nach der intraartikulären Injektion gegenüber der Kontrolltiergruppe erfassen 
(ANOVA on Ranks).         
  
  
 
Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Bewertung des 
Pannusformation für die kontralateralen Kniege
Abbildung 11 graphisch dargestellt.
ipsilateralen intraartikulären Injektion betrachtet. 
 
Den behandelten Tiergruppen wurden Zellsuspens
Zellen ipsilateral intraartikulär injiziert. In wöchentlichen Abständen wurden die Kniegelenke 
beider Seiten histologisch aufgearbeitet und entsprechend der Azanfärbung nach Heidenhain 
angefärbt. Die histopathologischen Veränderungen
Hilfe eines Leitz Laborlux S Mikroskops der Firma Leica Microsystems GmbH aus Wetzlar bei einer 
Vergrößerung von 2,5 X 10, 10 X 10 und 40 X 10 
analysiert und bewertet. Für den Score
zwischen 0-3 vergeben, wobei das 
und der mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppe
intraartikulären Injektion 0 Punkte
wurden für den Parameter Pannusformation 0,25 Punkte erreicht. Der Median d
für die mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen lag
bei circa 0,5 Punkten. In der achten und zehnten Untersuchungswoc
Werte auf 0,75 Punkte nachweisen. Es konnten für die behandelten Tiergruppen gegenüber der 
Kontrolltiergruppe keine signifikanten Untersch
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NIH/3T3-Zellen war kein Anstieg der Werte für das kontralaterale
verzeichnen. Ein Zuwachs der Werte um etwa 0,25 Punkte wurde
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Abbildung 11: Bewertung des 
Kniegelenke der Versuchstiergruppen
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LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zeigten konstante Werte um 0,5 Punkte für die 
zweite, vierte und sechste Untersuchungswoche. Nach der achten und zehnten Woche 
ließ sich in diesen Tiergruppen ein Anstieg der Werte bis 0,75 Punkte nachweisen. Eine 
erhöhte Streuweite der Werte wurde für die native und für die mit LS48-Zellen 
behandelten Tiergruppen nach vier, acht und zehn Wochen festgestellt. Es wurden keine 
statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt (ANOVA on Ranks).   
Auch für den Parameter Pannusformation wurden die ipsilateralen und kontralateralen 
Kniegelenke der einzelnen Versuchstiere im direkten Vergleich auf mögliche Unterschiede 
geprüft, um die bereits beschriebenen Ergebnisse zu verifizieren. Dadurch sollten die 
pathogenen Effekte der ipsilateral intraartikulär injizierten Zellsuspensionen verdeutlicht 
werden. Mit Hilfe dieser Gegenüberstellung wurden für die Kontrollgruppe und ebenfalls 
für die mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen zwei und zehn Wochen nach der 
intraartikulären Injektion keine signifikanten Unterschiede erfasst. Die mit LS48-Zellen 
behandelten Versuchstiere wiesen in der zweiten Untersuchungswoche einen sehr 
signifikanten Unterschied (p = 0,002) zwischen dem ipsi- und kontralateralen 
Kniegelenken auf.           
 
3.2.3 Knorpeldestruktion 
Die lichtmikroskopische Bewertung des Score-Parameters Knorpeldestruktion für das 
ipsilaterale Kniegelenk der Versuchstiergruppen wird in Abbildung 12 veranschaulicht. 
Enthalten sind die Werte der nativen Kontrolltiergruppe, sowie die Werte derjenigen 
Tiergruppen, denen NIH/3T3-Zellen und LS48-Zellen in die Kniegelenke injiziert wurden. In 
wöchentlich festgelegten Abständen nach der intraartikulären Injektion erfolgte die 
histopathologische Beurteilung.     
 
  
 
 
Den behandelten Tiergruppen wurden Zellsuspensionen bestehend aus 
Zellen ipsilateral intraartikulär injiziert. In wöchentlichen Abständen wurden die Kniegelenke
beider Seiten histologisch aufgearbeitet und entsprechend der Azanfärbung nach Heidenhain 
angefärbt. Die histopathologischen Veränderungen
Hilfe eines Leitz Laborlux S Mikroskops der Firma Leica Microsystems GmbH aus Wetzlar bei einer 
Vergrößerung von 2,5 X 10, 10 X 10 und 40 X 10
analysiert und bewertet. Für den Score
zwischen 0-3 vergeben, wobei das 
Analyse des Parameters Knorpeldestruktion für die Kontrolltiergruppe und für die mit 
Zellen behandelten Tiergruppen zwei und zehn Wochen n
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Die Bewertung der Knorpeldestruktion der 
behandelten Kniegelenke der Tiergruppen 
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1,5 Punkte nach zwei Wochen 
Streuung der Werte zu beobachten
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wurden sechs und zehn Wochen nach der Behandlung mit LS48
Abbildung 12: Bewertung des 
Kniegelenke der Versuchstiergruppen
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LS48-Zellen wurde eine erhebliche Streuung der Werte zu beobachtet. Es wurden keine 
signifikanten Unterschiede festgestellt (ANOVA on Ranks).    
Wie bereits unter 3.2.1 beschrieben, wurde auch für diesen Parameter untersucht, ob 
neben der separat voneinander betrachteten Analyse der ipsilateralen und 
kontralateralen Kniegelenke, direkte Unterschiede zwischen den beiden Kniegelenken für 
jedes einzelne Versuchstier vorlagen. Hierbei wurden innerhalb der Kontrollgruppe und 
ebenfalls innerhalb der Tiergruppen, denen NIH/3T3-Zellen intraartikulär injiziert wurden, 
zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede festgestellt. Unter den mit LS48-Zellen 
behandelten Tiergruppen zeigten sich hingegen nach der zweiten (p = 0,004) und nach 
der achten Woche (p = 0,028) sehr signifikante Unterschiede zwischen den ipsi- und 
kontralateralen Kniegelenken.          
 
3.2.4 Gesamtscore 
Die Berechnung des Gesamtscores ergab sich aus der Addition der lichtmikroskopisch 
getrennt voneinander bewerteten Score-Parameter Zellinvasion, Pannusformation und 
Knorpeldestruktion. Dabei konnten maximal 9 Punkte erreicht werden. Mit Hilfe des 
Gesamtscores erfolgte eine Einteilung der Ausprägung der Gewebsdestruktion durch die 
verwendeten Zelllinien: 0 wurde als keine, 1-3 als leichte, 4-6 als mäßige und 7-9 als 
schwerwiegende Gewebsdestruktion eingestuft.       
Die Abbildung 14 zeigt die Summe der lichtmikroskopisch isoliert bewerteten Score-
Parameter Zellinvasion, Knorpeldestruktion und Pannusformation für das ipsilaterale 
Kniegelenk der Tiergruppen. Aufgetragen sind die Werte der nativen Kontrolltiergruppe, 
sowie die Werte der Tiergruppen, denen NIH/3T3-Zellen und LS48-Zellen in die 
ipsilateralen Kniegelenke injiziert wurden. Die Werte wurden in wöchentlich festgelegten 
Abständen nach der intraartikulären Injektion bestimmt.      
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höchste Punktzahl im Gesamtscore beobachten. Allerdings sanken die Werte in diesen 
Tiergruppen in der vierten und sechsten Untersuchungswoche wieder graduell auf 2 
Punkte ab, um dann in der achten Untersuchungswoche erneut auf 3 bis 4 Punkte 
anzusteigen. Abschließend fielen die Werte zehn Wochen nach der intraartikulären 
Injektion unter 3 Punkte ab, obwohl eine deutlich erhöhte Streuung der Werte zu diesem 
Zeitpunkt zu erkennen war. Die statistische Analyse bestätigte signifikante Unterschiede 
(p < 0,05) zwischen den mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zwei, vier und acht 
Wochen nach der Behandlung und der Kontrolltiergruppe.    
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Bei der Berechnung des Gesamtscores für das kontralaterale Kniegelenk erreichten die 
Werte der Kontrollgruppe durchschnittlich 1 Punkt. Die Werte für die mit NIH/3T3-Zellen 
als auch die Werte für die mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen lagen über den  
gesamten Zeitraum bei 1 bis 2 Punkten. Es wurden keine signifikanten Unterschiede 
ermittelt (ANOVA on Ranks).         
Um ebenfalls für den Gesamtscore die bereits statistisch erfassten Unterschiede und 
morphologischen Auswirkungen der intraartikulären Injektion zwischen den behandelten 
ipsilateralen und unbehandelten kontralateralen Kniegelenken innerhalb der Tiergruppen 
zu bestätigen, wurden die Kniegelenke der einzelnen Versuchstiere durch eine direkte 
Gegenüberstellung miteinander verglichen. Innerhalb der Kontrolltiergruppe sowie 
innerhalb der mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen für die zweite und zehnte 
Untersuchungswoche wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt. Innerhalb der 
Tiergruppen, welchen LS48-Zellen ipsilateral intraartikulär injiziert wurden, waren nach 
zwei (p = 0,002), vier (p = 0,007) und nach acht Wochen (p = 0,005) sehr signifikante 
Unterschiede zwischen den ipsi-und kontralateralen Kniegelenken nachzuweisen. 
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3.3 Score-Erhebung mit dem Polarisationsmikroskop für das Modell der 
Fibroblasten-induzierten Knorpeldestruktion (BALB/c) 
Für die polarisationsmikroskopische Beurteilung der histopathologischen Veränderungen 
in dem Modell der Fibroblasten-induzierten Gelenkdestruktion in der BALB/c-Maus wurde 
die Knorpeldestruktion als einziger Score-Parameter herangezogen. Dieser Parameter 
konnte mit einem Inkrement von 0,5 Punkten einen maximalen Wert von 3 Punkten 
erreichen.           
Die Befundung erfolgte an ipsi- und kontralateralen Kniegelenken von unbehandelten, 
nativen Kontrolltiergruppen und Tiergruppen, denen ipsilateral entweder NIH/3T3-Zellen 
oder LS48-Zellen injiziert wurden. Diese wurden dann nach einer definierten Zeitdauer 
polarisationsmikroskopisch untersucht (siehe Tabelle 1).      
 
3.3.1 Bewertungsmodus für den Score-Parameter Knorpeldestruktion 
Im Rahmen von destruktiven Prozessen verlieren Kollagenfibrillen ihren arkadenförmigen 
Verlauf und die Zonengliederung des hyalinen Knorpels ihre Anordnung (23, 25). Der 
damit verbundene Verlust der Doppelbrechung führt dazu, dass die destruierten Anteile 
dieser eigentlich hochgeordneten Strukturen im Polarisationsmikroskop nicht mehr 
aufleuchten. Wie in Abbildung 16 dargestellt, wurde orientierend an der gesunden 
morphologischen Größe der im hyalinen Knorpel ansässigen Chondrozyten, die Dicke 
einer Zelllage bestimmt. Die Anzahl der zerstörten Zelllagen definierte in der vorliegenden 
Arbeit das Ausmaß der Knorpeldestruktion. Dabei konnte es neben dem Einbruch in den 
subchondralen Knochen bis zu einem Verlust des Gelenkprofils oder zu einer Distorsion 
des Gelenks selbst kommen.   
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Abbildung 16: Bewertungsscore der Knorpeldestruktion f
dem Polarisationsmikroskop.
Die Kollagenfasern des hyalinen Knorpels verlieren im Zusammenhang mit destruierenden Prozessen 
ihre hochgeordnete Struktur und damit ihre Doppelbrechung. Die destruierten Anteile leuchten unter 
der Verwendung von polarisiertem Licht nicht mehr auf. Orientierend an der gesunden morphologischen 
Größe der im hyalinen Knorpel ansässigen Chondrozyten wurde d
Anzahl der zerstörten Zelllagen definierte das Ausmaß der in dieser Arbeit zu untersuchenden 
Knorpeldestruktion. Auch ist der Einbruch in den subchondralen Knochen, ein Verlust des Gelenkprofils 
oder eine Distorsion des Gelenks möglich gewesen. Daher fanden diese pathologischen Korrelate 
ebenfalls Einzug in die histopathologischen Score
konnte mit einem Wert von 0
möglich war. Der Score-Parameter Knorpeldestruktion wurde
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Untersuchungswoche auf 0,75 Punkte ab. Ein Anstieg der Werte auf 1 Punkt und minimal darüber 
hinaus wurde für die achte und zehnte Untersuchungswoche nach der Behandlung beobachtet. 
Statistisch signifikante Unterschiede konnten gemessen an der Kontrolltiergruppe nur für die mit 
LS48-Zellen behandelten Tiergruppen für die zweite und vierte Untersuchungswoche detektiert 
werden. (n ≥ 4; ± Max/ Min;* : p < 0,05; ANOVA on Ranks)  
 
Die native Kontrolltiergruppe erreichte 0,25 Punkte. Im Vergleich dazu lagen die Werte 
für die mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen zwei Wochen nach der 
intraartikulären Injektion bei durchschnittlich 1,25 Punkten, wobei die Werte in der 
zehnten Untersuchungswoche wieder unter 0,5 Punkte abfielen. Die höchsten Werte der 
Knorpeldestruktion mit mehr als 2 Punkten wurden zwei Wochen nach der Behandlung 
mit LS48-Zellen erfasst. Nach der vierten Woche sanken die Werte dieser Tiergruppen auf 
1,5 Punkte und in der sechsten Woche auf 0,75 Punkte ab. Ein erneuter Anstieg der 
Werte auf 1 Punkt war nach der achten Woche und auf über 1 Punkt in der zehnten 
Woche zu verzeichnen. Es zeigte sich eine erhöhte Streuung der Werte für die zweite, 
vierte, achte und zehnte Untersuchungswoche für die mit LS48-Zellen behandelten 
Tiergruppen. Mittels ANOVA on Ranks wurden statistisch signifikante Unterschiede 
(p < 0,05) für die mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zwei und vier Wochen nach 
der intraartikulären Injektion gegenüber der nativen Kontrolltiergruppe errechnet.  
Die Ergebnisse der polarisationsmikroskopischen Bewertung des Score-Parameters 
Knorpeldestruktion für die kontralateralen Kniegelenke der Versuchstiergruppen sind in 
Abbildung 18 graphisch dargestellt. Die histopathologische Klassifizierung nach der 
ipsilateralen intraartikulären Injektion erfolgte entsprechend des Score-Systems zu 
vorgegebenen Zeitpunkten.          
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Neben der eben beschriebenen Auswertung für die polarisationsmikroskopische 
Analysemethode, bei welcher ausschließlich der Parameter Knorpeldestruktion 
verwendet wurde, wurden ebenso wie für die lichtmikroskopische statistische 
Untersuchung, die ipsilateralen und kontralateralen Kniegelenke der einzelnen 
Versuchstiere direkt miteinander verglichen und auf mögliche Unterschiede geprüft. Mit 
Hilfe dieser Analysemethode war es möglich, die bereits erfassten Ergebnisse zu 
bestätigen und mögliche Auswirkungen der intraartikulären Injektion auf das 
kontralaterale Kniegelenk zu untersuchen. Hierbei wurden keine signifikanten 
Unterschiede innerhalb der Kontrolltiergruppe und innerhalb der mit NIH/3T3-Zellen 
behandelten Tiergruppe für die zweite und zehnte Untersuchungswoche festgestellt. 
Innerhalb der mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen ließen sich demgegenüber in der 
zweiten (p = 0,009), vierten (p = 0,007) und der zehnten Woche (p = 0,038) nach der 
Behandlung sehr signifikante Unterschiede zwischen den ipsilateralen und 
kontralateralen Kniegelenken nachweisen.  
 
3.5 Statistischer Vergleich der licht- und polarisationsmikroskopischen 
Analysemethoden für den Parameter Knorpeldestruktion 
Um die licht- und polarisationsmikroskopische Analysemethode zu vergleichen, wurden 
die bereits ausgewerteten Daten von 3.2.3 und von 3.4 des Score-Parameters 
Knorpeldestruktion gegenübergestellt. Hierfür wurden die licht- und polarisations-
mikroskopisch gescorten Punkte der ipsilateralen und der  kontralateralen Kniegelenke 
der Kontrolltiergruppe und der mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zwei, vier, 
sechs, acht und zehn Wochen nach der intraartikulären Injektion mit Hilfe des 
Mann-Whitney U-Tests gegeneinander getestet. In der statistischen Analyse wurden 
keine signifikanten Unterschiede ermittelt. Bei dem rein visuellen Vergleich der licht- und 
polarisationsmikroskopischen Bewertungen war festzustellen, dass die histopathologische 
Einschätzung der Knorpeldestruktion für die ipsilateralen Kniegelenke in der Amplitude 
der Punktvergabe polarisationsmikroskopisch höher auszufallen schien als die der 
lichtmikroskopischen Beurteilung. Allerdings wurden für die lichtmikroskopische Score-
Erhebung mehr statistisch signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrolltiergruppe 
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ermittelt als für die polarisationsmikroskopische Bewertung. Lichtmikroskopisch wurden 
für die zweite, vierte und achte Untersuchungswoche und polarisationsmikroskopisch für 
die zweite und vierte Untersuchungswoche statistisch signifikante Unterschiede bestätigt. 
Bezüglich der kontralateralen Kniegelenke wurden keine signifikanten Unterschiede in der 
Punktvergabe zwischen beiden Analysemethoden berechnet.    
 
3.6 Statistischer Vergleich der medialen und lateralen histologischen 
Sagittalschnitte der Kniegelenke 
Für die Überprüfung auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den medialen und 
lateralen histologischen Sagittalschnitten der Kniegelenke wurden die erhobenen Werte 
der Parameter Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion der zweiten 
Untersuchungswoche für die mit LS48-Zellen behandelten Tiere gegenübergestellt. Es 
wurden mit Hilfe des Mann-Whitney U-Tests keine statistisch signifikanten Unterschiede 
zwischen den medialen und lateralen histologischen Sagittalschnitten ermittelt.  
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4 Diskussion 
Die Ätiologie und Pathogenese der rheumatoiden Arthritis ist bis heute nicht eindeutig 
geklärt (7). Sowohl immunologische als auch nicht-immunologische Prozesse sind an der 
Entwicklung der Erkrankung beteiligt (4).       
Über den Einsatz von in-vitro- und in-vivo-Modellen konnten wichtige wissenschaftliche 
Erkenntnisse zur Pathophysiologie der rheumatoiden Arthritis gewonnen werden (3).  
In diesem Zusammenhang wurde ersichtlich, dass aktivierte und invasiv wachsende 
synoviale Fibroblasten an der Gelenkdestruktion maßgeblich beteiligt sind (84). Die 
Degradation des Knorpels erfolgt über eine ausgeprägte Exprimierung von 
Adhäsionsmolekülen (17) und über die Ausschüttung von Matrix-lysierenden Proteasen 
(61).      
Um die wissenschaftlichen Erkenntnisse über rheumatoide Fibroblasten effektiv zu 
erweitern, wurde die invasive, murine Fibroblasten-Zelllinie LS48 isoliert (77). Das 
beschleunigte, invasive Potential der Fibroblasten-Zelllinie LS48 wurde bereits in-vitro und 
in dem SCID-Maus-Modell bestätigt (77). Allerdings kann die SCID-Maus aufgrund ihrer 
Immundefizienz keine intakten T-Zell-Rezeptoren und Immunglobuline ausbilden (51), 
somit können nicht alle zellulären und humoralen Interaktionen berücksichtigt werden. 
Außerdem konnte das Tiermodell SCID-LS48 nur zwei Wochen untersucht werden, da 
SCID-Mäuse für eine schnelle und spontane Tumorentstehung prädisponiert sind (51), 
damit ist dieses Modell nur sehr bedingt auf den Menschen übertragbar. 
In der vorliegenden Arbeit sollten die destruktiven Eigenschaften der Fibroblasten-
Zelllinie LS48 erstmalig in der immunkompetenten BALB/c-Maus über einen längeren 
Zeitraum histologisch charakterisiert und klassifiziert werden. Als vergleichende 
Fibroblasten-Zelllinie wurden nicht-invasive NIH/3T3-Zellen eingesetzt. Des Weiteren 
sollte der Einfluss einer intraartikulären Injektion in die ipsilateralen Kniegelenke auf die 
kontralateralen Kniegelenke histologisch geprüft werden. Außerdem stellte sich die Frage, 
in welchen Kompartimenten des Kniegelenks sich die Zelllinien nach der intraartikulären 
Injektion ansiedeln. Die Beurteilung der Ausprägung der Destruktion erfolgte sowohl 
licht- als auch polarisationsmikroskopisch. Beide Methoden wurden vergleichend 
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4.1 Die Bedeutung der histopathologischen Score-Parameter für das 
Modell der Fibroblasten-induzierten Gelenkdestruktion in der BALB/c-
Maus 
Die durch die Fibroblasten-Zelllinie LS48 hervorgerufene Gelenkdestruktion im Kniegelenk 
von BALB/c-Mäusen sollte über die histologische Beurteilung von morphologischen 
Parametern eingeschätzt werden. Für dieses Modell existierte bisher kein Scoring-System. 
Die für diese Arbeit verwendeten Parameter wurden an Hand wissenschaftlicher 
Arbeiten, die sich mit den histopathologischen Veränderungen im rheumatoiden Gelenk 
auseinandergesetzt haben, entwickelt. Für die lichtmikroskopische Beurteilung der 
histopathologischen Veränderung im Kniegelenk von BALB/c-Mäusen nach der 
intraartikulären Injektion von invasiven und nicht-invasiven Zelllinien wurden drei Score-
Parameter herangezogen. Dafür wurde ein Bewertungsmodus für die Score-Parameter 
Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion erstellt. Jeder Score-Parameter 
konnte mit maximal 3 Punkten bewertet werden, wobei ein Inkrement von 0,5 Punkten 
möglich war.          
Die histopathologische Befundung erfolgte an ipsi- und kontralateralen Kniegelenken von 
einer unbehandelten, nativen Kontrolltiergruppe und Tiergruppen, denen ipsilateral 
entweder NIH/3T3-Zellen oder LS48-Zellen in die Kniegelenke injiziert wurden. Diese 
wurden nach einer definierten Zeitdauer licht- und polarisationsmikroskopisch untersucht 
(siehe Tabelle 1).           
 
4.1.1 Der Score-Parameter Zellinvasion 
Die Zellinvasion des Synoviums wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen im Rahmen 
histopathologischer Auswertungen in verschiedenen in-vivo-Arthritis-Modellen als 
Parameter verwendet.         
Dabei wurde die Zellinvasion unter Berücksichtigung der Neoangiogenese zum Beispiel als 
Frühzeichen gewertet, spielte aber für die Beurteilung einer schweren Gewebsaffektion 
keine Rolle (55, 58). Allerdings wurden dabei arthritische Gelenkdestruktionen systemisch 
und nicht wie in der vorliegenden Arbeit lokal über eine intraartikuläre Injektion von 
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Zelllinien induziert. Es war nicht bekannt wie lange die LS48-Zellen in einem 
immunkompetenten Millieu persistieren und über welchen Zeitraum destruktive Prozesse 
von diesen ausgehen können. Daher war es in der vorliegenden Arbeit notwendig, den 
Parameter Zellinvasion über den gesamten Zeitraum zu beurteilen.   
In anderen Arbeiten wurde die Ausprägung der affektierten Synovialmembran im Rahmen 
einer Arthritis-Induktion über das Ausmaß der Zellinfiltration beurteilt und durch den 
Vergleich der Präparate untereinander in leicht, moderat und schwer (57, 60) oder an 
Hand eines numerischen Scores von 0-3 eingeteilt (85). Die in diesen Arbeiten 
verwendeten Klassifizierungssysteme sind vom Untersucher abhängig und dadurch nicht 
objektivierbar. 
Eine Objektivierung des Parameters Zellinvasion ist über die Auszählung von Zelllagen der 
synovialen Deckzellschicht, welche normalerweise ein- bis dreischichtig aufgebaut ist, (23) 
möglich. Die Verbreiterung der synovialen Deckzellschicht über 5 Lagen gilt in den 
Arbeiten von Krenn et al. als maximalste Ausprägung einer Zellinvasion (74), wobei 
Müller-Ladner et al. mehr als 10 Zelllagen als pathologisch ansahen (70). Die Beurteilung 
der Zelllinvasion durch die Zelllinie LS48 erfolgte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls 
anhand dieses Systems mit Hilfe einer numerischen Stadieneinteilung, da sich die LS48-
Zellen zunächst in der synovialen Deckzellschicht ansiedelten, dort proliferierten und eine 
lichtmikroskopisch sichtbare Vermehrung der Zelllagen induzierten.   
Unter Zellinvasion wird in der vorliegenden Arbeit die Infiltration der injizierten Zelllinien 
in die Deckzellschicht der Membrana synovialis verstanden. Die Deckzellschicht 
hypertrophiert beziehungsweise hyperplasiert aufgrund der Injektion von LS48-Zellen. 
Das Ausmaß der Zellinvasion definiert sich in der vorliegenden Arbeit über die Anzahl der 
vorhandenen Zelllagen in der Deckzellschicht, über Neovaskularisationen und über die 
Anfärbbarkeit des Synoviums. Außerdem wird der invasive Übergriff auf die 
Synoviumknorpelgrenze beziehungsweise auf den subchondralen Knochen als 
Beurteilungskriterium herangezogen.       
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4.1.1.1 Die pathophysiologische Bedeutung des Score-Parameters Zellinvasion 
In der Literatur wird die Frage nach einer erhöhten Proliferationsrate durch synoviale 
Fibroblasten kontrovers diskutiert. Die hyperplastische Synovialmembran stellt das 
morphologische Korrelat der rheumatoiden Arthritis dar (4). Fibroblastenartige Typ-B-
Synoviozyten tragen durch ihre Proliferation zur Hyperplasie bei (86, 87): Die Hyperplasie 
wird zum Beispiel über eine erhöhte Produktion von PDGF („platelet derived growth 
factor“) in rheumatoidem Gewebe stimuliert (88). Andere Studien gehen von einem 
Ungleichgewicht zwischen physiologischen Zelltod und Proliferation seitens aktivierter 
synovialer Fibroblasten aus. Es kommt zu einem Überwiegen von Proto-Onkogenen wie 
myc, tax (14), jun (89), fos und egr-1 (90). Hierdurch wird die erhöhte Sekretion von 
Matrix-Metalloproteinasen und Kathepsinen stimuliert (91). Ebenso scheinen Apoptose 
hemmende Moleküle wie Bcl-2, Sumo-1 und FLIP hochreguliert zu werden (92). 
Infolgedessen ist die Wirkung von Apoptoseinduktoren wie Fas und die Effektivität von 
Tumorsuppressoren wie p53 und PTEN vermindert (93). Eine ausgeprägte Autonomie im 
Sinne einer malignen tumorähnlichen Proliferation gilt aber weiterhin als ausgeschlossen 
(14, 84). 
Die Fibroblasten-Zelllinie LS48 ist phänotypisch verändert (53) und exprimiert vermehrt 
adhäsive und immunologisch aktive Moleküle (78). Das invasive Wachstum von LS48-
Zellen wird unter anderem mit einer verminderten Expression von p53 und MHC I 
(Haupthistokompatibilitätskomplex I) (53) sowie mit einer gesteigerten Expression von 
Sentrin (102) und der Anwesenheit von S-100 auf der Zelloberfläche begründet (53). Die 
Zellinvasion der LS48-Zelllinie in die Deckzellschicht der Synovialis mit konsekutiver 
Hyperplasie konnte in den histologischen Untersuchungen dieser Arbeit nachgewiesen 
werden und erfolgt demzufolge über eine ausgeprägte Adhärenz, verminderte 
Apoptoseinduktion, aber auch über eine begrenzte autonome Proliferation. Dass diese 
Zellen nur eine Art tumorähnliches Wachstum erfahren, kann damit untermauert werden, 
dass sie nicht in der Lage sind Kollagen IV, also die Basalmembran, zu überwinden (76).  
Eine Zuordnung zu einem bestimmten Synovialmembrantyp nach Stiehl et al (36) ist für 
das Modell der Knorpeldestruktion durch LS48-Zellen in der BALB/c-Maus nicht möglich. 
Denn trotz einer möglichen T- und B-Zellaktivierung durch die LS48-Zelllinie (78, 94, 95) 
konnten lichtmikroskopisch weder Granulome noch Lymphfollikel beobachtet werden.  
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Granulome hätten lichtmikroskopisch an ihrem spezifischen histologischen Aufbau 
erkannt werden können. Sie weisen eine knötchenförmige Gestalt mit typischen 
Epitheloid- oder Riesenzellen auf (25) und hätten laut Stiehl et al. den Nachweis eines T-
zelligen/ makrophagozytären Synovialmembrantyps gesichert (36).   
Lymphfollikel wären lichtmikroskopisch daran zu erkennen gewesen, dass sie einen 
Lymphozytenwall mit einem darin liegenden Keimzentrum ausbilden, in welchem die 
Proliferation und Differenzierung der B-Zellen erfolgt (31).  
Eine mögliche reaktive Infiltration zusätzlicher Zelltypen wie Makrophagen, Monozyten 
oder Granulozyten hätte über den Nachweis von Oberflächenmolekülen wie CD14 und 
CD68 erfolgen können (96). Da aber vermutlich der für die histologischen Präparate 
dieser Arbeit notwendigerweise durchgeführte Entkalkungsprozess die zellspezifischen 
Epitope zerstört hatte, gelang der Nachweis dieser Oberflächenmoleküle mit spezifischen 
Antikörpern nicht. Mittels einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung wären Monozyten- oder 
Granulozyteninfiltrate außerdem darstellbar gewesen (82). In der vorliegenden Arbeit lag 
der Schwerpunkt allerdings auf der Beurteilung der Knorpeldestruktion, was sich am 
besten in der Azanfärbung nach Heidenhain klassifizieren ließ. Für eine Hämatoxylin-
Eosin-Färbung hätten die histologischen Präparate mit EDTA entkalkt werden müssen, 
was den Verlust der Proteoglykane zur Folge gehabt und somit die Beurteilung der 
Knorpeldestruktion maßgeblich beeinträchtigt hätte (97). Eine Beteiligung des 
Monozyten-Makrophagen-Systems am Destruktionsprozess konnte daher histologisch 
nicht ausgeschlossen werden.   
Auch eine mögliche Beteiligung von T- oder B-Zellen konnte aufgrund zerstörter 
Oberflächenmoleküle nicht untersucht werden. Um den Nachweis von spezifischen 
Oberflächenmolekülen erbringen zu können, wäre für zukünftige Arbeiten eine parallele 
Anfertigung von nicht entkalkten Präparaten erforderlich.     
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4.1.1.2 Interpretation der lichtmikroskopischen Befunde des Score-Parameters 
Zellinvasion für die Zelllinie LS48 im ipsilateralen Kniegelenk im Verlauf von 
zehn Wochen 
Die Hypertrophie beziehungsweise Hyperplasie des Synoviums steht am Anfang der 
Gelenkdestruktion (4, 34). Dieses pathologische Korrelat wurde durch die intraartikuläre 
Injektion von LS48-Zellen, welche das Synovium invadieren können, ausgelöst. Die 
Progression des Parameters Zellinvasion im ipsilateralen Kniegelenk war in der zweiten 
und vierten Untersuchungswoche am deutlichsten ausgeprägt. Die Ergebnisse der 
Beurteilung der Zellinvasion für die LS48-Zellen zeigen, dass die Zelllinie auch in 
immunkompetenten BALB/c-Mäusen ihren invasiven Charakter beibehält. Die erhobenen 
Werte der Kontrolltiergruppe wurden gegenüber den Ergebnissen der mit LS48-Zellen 
behandelten Tiergruppen als gesund klassifiziert.       
Wie lange die Zellinvasion des Synoviums durch LS48-Zellen in der immunkompetenten 
BALB/c-Maus aufrechterhalten werden kann, war bisher nicht bekannt. Auffallend war 
aber, dass die Werte der Zellinvasion der mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen bis zur 
sechsten Untersuchungswoche abfielen. Das könnte damit erklärt werden, dass eine T-
Zell-vermittelte Immunantwort bezüglich der LS48-Zellen in der BALB/c-Mäusen erfolgt ist 
(54) und in eine Art Elimination oder Abstoßungsreaktion mündete (98). Im Rahmen einer 
spezifischen Immunantwort gegen die LS48-Zellen könnten demnach Antikörper 
produziert werden (99). Die Ausbildung von spezifischen Antikörpern gegen die 
LS48-Zelllinie kann über die Exprimierung des Oberflächenmoleküls CD40 durch LS48-
Zellen erfolgen (78). Das Oberflächenmolekül kann von dem CD40-Liganden CD154 auf T-
Zellen gebunden werden (94) und darüber eine B-Zellaktivierung zur Folge haben (95). Die 
Überprüfung solcher Interaktionen könnte über eine Zellkultur aus T-Lymphozyten und 
LS48-Zellen mit anschließender Immunpräzipitation in zukünftigen Arbeiten erfolgen.  
Eventuell gelingt es dem Mausorganismus aber nicht, die LS48-Zellen vollständig zu 
eliminieren, da die LS48-Zellen murinen Ursprungs sind und dadurch nicht ausschließlich 
als körperfremd erkannt werden. Auch könnte über die verminderte Expression von 
MHC I auf der Zelloberfläche der LS48-Zellen (53) eine vollständige T-Zell-vermittelte 
Immunantwort verhindert worden sein. Eine andere Hypothese wäre, dass die LS48-
Zellen ihr Expressionsmuster der Oberflächenmoleküle im zeitlichen Verlauf verändern. 
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Eine mögliche Veränderung des Expressionsmusters der Oberflächenmoleküle könnte zu 
einer Veränderung der Effektivität von produzierten Immunglobulinen führen. Das zuerst 
synthetisierte IgM ist nur in der Lage typspezifisch aber nicht gruppenspezifisch zu 
reagieren (100) und könnte daher die LS48-Zellen auf Dauer nicht abwehren, wenn diese 
ihr Expressionsmuster im Verlauf ändern. Im Zuge dessen könnten die Zellen nochmals 
proliferieren und so den erneuten Anstieg der Werte in der achten Woche verursachen. 
Die Antikörper-Produktion von typ- und gruppenspezifischen IgG erfolgt (100) erst nach 
Tagen oder aber auch erst nach Wochen durch einen Isotypenswitch (99) in anderen 
B-Zellen als denen, die für die IgM-Produktion verantwortlich sind (100). Diese Antikörper 
könnten aufgrund ihrer Eigenschaften, trotz eines eventuell veränderten 
Expressionsmusters von Oberflächenmolekülen auf den LS48-Zellen, eine erneute 
Reduktion dieser Zelllinie zur Folge haben, was das wiederholte Absinken der Werte in 
der zehnten Woche und den dadurch entstandenen biphasischen Verlauf erklären würde. 
Dass dieser Prozess in jeder Maus vermutlich zeitlich und qualitativ unterschiedlich 
abläuft, könnte die erhöhten Streuwerte in der achten und zehnten Woche rechtfertigen. 
 
4.1.2 Der Score-Parameter Pannusformation 
In vielen Arbeiten gilt die Pannusformation als wichtiger histopathologischer Parameter. 
Aufgrund der inhomogenen Morphologie des Pannusgewebes existieren verschiedene 
histologische Klassifizierungen. Die Ausbildung von Pannusgewebe stellt ein 
Zwischenstadium zwischen Zellinvasion und Knorpeldegradation dar.    
Bei der Beurteilung von diversen Arthritis-Modellen wurde das Auftreten einer 
Pannusformation unter anderem als fortgeschrittenes Stadium angesehen (55, 58). Da 
aber in dem für diese Arbeit untersuchten Knorpeldestruktionsmodell nicht bekannt war, 
wann und in welchem Umfang die Formation des Pannusgewebes durch die LS48-Zelllinie 
vonstattengehen würde, war es wichtig, diesen Parameter über den gesamten Zeitraum 
zu beurteilen.    
Die Quantifizierung von Pannusgewebe stellt eine große Herausforderung dar und wurde 
in anderen Arbeiten daher rein qualitativ beurteilt. Dabei erfolgte die Klassifizierung einer 
Pannusformation zum Beispiel anhand der Einschätzung des Untersuchers in mild, 
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moderat und schwer im Vergleich der Präparate zueinander (57). Das tatsächliche 
Ausmaß einer Pannusformation kann mit Hilfe dieser Methodik aber nicht beschrieben 
werden.   
Eine quantitative Einschätzung über das Ausmaß von Pannusgewebe erfolgte in der Arbeit 
von Takefumi et al. Dabei wurde der prozentual vorhandene Anteil des Pannusgewebes 
über das Verhältnis der Länge des beobachteten Pannusgewebes zu der Länge der 
proximalen Tibia, errechnet (101). In der vorliegenden Arbeit breitete sich das 
Pannusgewebe aber nicht nur in die Länge sondern auch in die Breite aus. Eine 
Berechnung über die Fläche war nicht möglich, da das Pannusgewebe nicht gleichförmig 
in das Knorpelgewebe einwuchs.    
Das Auszählen von Zelllagen im Pannusgewebe wurde zur histopathologischen 
Auswertung bisher nicht verwendet, da in diesem Granulationsgewebe verschiedene 
Zelltypen vorherrschen können (35). An der Front des vorwachsenden Synoviums waren 
in der vorliegenden Arbeit maßgeblich LS48-Zellen zu erwarten (53). Unter Ausbildung 
von Pannusgewebe dringen die Zellen in das hyaline Knorpelgewebe vor. Daher lag es 
nahe, die morphologische Größe der invadierenden Fibroblasten als Referenzgröße zu 
einer Zelllage Pannusgewebe zu verwenden und über die Anzahl der Zelllagen, wie für 
den Parameter Zellinvasion, eine numerische Stadieneinteilung zu entwickeln.   
Am Anfang der Pannusformation steht die Exsudation von Fibrin (34). Die 
Pannusformation definiert sich in der vorliegenden Arbeit als vorwachsendes 
Granulationsgewebe beziehungsweise final als vernarbende Fibrosierung, die über die 
Synoviumknorpelgrenze hinaus wächst (34). Das Ausmaß beziehungsweise die Breite des 
Pannusgewebes wird über die Auszählung von Zelllagen bestimmt. Als Referenz zur Dicke 
einer Zelllage dient die Morphologie der invadierenden Fibroblasten. Des Weiteren wird 
der Einbruch in den subchondralen Knochen als Progressionskriterium herangezogen.  
 
4.1.2.1 Die pathophysiologische Bedeutung des Score-Parameters Pannusformation 
In rheumatoidem Gewebe wird die Bildung von Pannusgewebe über eine Synovitis 
induziert. Die Entzündung der Synovialmembran erfolgt über eine Aktivierung von T- und 
B-Lymphozyten, mononukleären Zellen, über die Ausschüttung von Zytokinen, 
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Chemokinen und die Angioneogenese. Das histologische Bild der Pannusformation wird 
durch aktivierte synoviale Fibroblasten, Chondrozyten, Monozyten und Osteoklasten 
geprägt (35). Das Pannusgewebe wächst über die Expression von Adhäsionsmolekülen 
knorpel- und knochendestruierend in die Gelenkhöhle vor (4, 34). 
Dass eine Pannusformation auch ohne die Aktivierung von T- und B-Lymphozyten 
erfolgen kann, zeigte bereits ein Knorpeldestruktionsmodell, in welchem sich über die 
intraartikuläre Injektion von LS48-Zelllen in immundefiziente SCID-Mäuse eine 
ausgeprägte, invasiv wachsende Pannusformation mit konsekutiver Knorpeldestruktion 
entwickelt hatte (53).  
Dass durch injizierte LS48-Zellen eine progressive Ausbreitung des Pannusgewebes in 
einem immunkompetenten Milieu möglich ist, konnte in der vorliegenden Arbeit 
bestätigt werden. Zwei Wochen nach der Behandlung der Tiere mit der Zelllinie LS48 
zeigte sich die massivste Ausbildung von Pannusgewebe. Es breitete sich innerhalb der 
Gelenkkapsel aus und wuchs von epichondral nach subchondral in den Knochen ein.   
Die Adhäsion an das Knorpelgewebe erfolgt vor allem über die Expression von VCAM-1 
und EMMPRIN durch die Fibroblasten-Zelllinie LS48 (76).     
Die Gelenkkapsel besteht aus Kollagen I und III (23). Dass die Zelllinie LS48 keine 
Invasionshemmung gegenüber Kollagen I und III aufweist, konnte in vergangenen 
Arbeiten bereits nachgewiesen werden (76). Gegenüber Kollagen II aber, welches der 
Hauptbestandteil von hyalinem Knorpel ist (23), wurde in vergangenen Untersuchungen 
eine Migrationshemmung aufgezeigt (76). Dennoch wurde mit Hilfe der hier 
ausgewerteten Daten, ein ausgeprägt Knorpel invasiv wachsendes Pannusgewebe nach 
der Behandlung mit der LS48-Zelllinie gegenüber der Kontrolltiergruppe bestätigt. Das 
kann damit begründet werden, dass Kollagen II über das von Fibroblasten synthetisierte 
Kollagen I in dem subchondralen Knochen verzahnt ist (30) und daher auch die Invasion in 
den Knorpel durch das von den LS48-Zellen initiierte Pannusgewebe möglich ist. 
Außerdem kann das Vorwachsen des Pannusgewebes in die Knorpelmatrix durch die 
Induktion einer chondrozytären Apoptose durch die Zelllinie LS48 erfolgen (102).   
Die Beteiligung anderer Zelltypen an der Ausbildung von Pannusgewebe im 
Knorpeldestruktionsmodell BALB/c-LS48 kann nicht sicher ausgeschlossen werden. 
Dentritische und epitheliale Zellen oder natürlichen Killerzellen exprimieren das 
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Oberflächenmolekül CD154 (103), während LS48-Zellen das Oberflächenmolekül CD40 
exprimieren (78). Über die Interaktion von CD40-CD154 ist eine kostimulierende 
Aktivierung dieser Zelltypen möglich (78). Auch eine Beteiligung von Makrophagen im 
Pannusgewebe ist nicht ausgeschlossen. Makrophagen hätten über die Expression der 
Oberflächenmoleküle CD14 und CD68 (96) detektiert werden können. Das war weder für 
die dentrischen beziehungsweise epithelialen Zellen, noch für die Makrophagen aufgrund 
der Aufarbeitung der Präparate möglich. Gegen eine Aktivierung von Makrophagen in 
dem hier untersuchten Modell spricht, dass LS48-Zellen scheinbar keinen Decay 
Accerlating Factor (CD55) exprimieren (78), welcher über das CD55/CD97 Rezeptor-
Liganden System, die Interaktion zwischen Makrophagen und rheumatoiden synovialen 
Fibroblasten verstärken soll (113, 114).   
Entsprechend der histologischen Synovialmembrantypen nach Stiehl et al. könnte die 
Pannusformation dem Typ II zugeordnet werden. Typ II zeichnet sich über ein von 
epichondral nach subchondral wachsendes Pannusgewebe aus, welches dem polypösen 
Wachstumsverhalten vom Typ I gegenüber steht. Der Synovialmembrantyp II wird als 
dominant T-zelliger/ makrophagozytärer Typ charakterisiert (36). Inwieweit eine 
Aktivierung von T- und B-Lymphozyten in dem hier untersuchten Modell erfolgt, könnte 
Gegenstand zukünftiger Arbeiten sein.        
     
 
4.1.2.2 Interpretation der lichtmikroskopischen Befunde des Score-Parameters 
Pannusformation für die Zelllinie LS48 im ipsilateralen Kniegelenk im Verlauf 
von zehn Wochen 
Anhand der erhobenen Werte der zweiten Untersuchungswoche wurde belegt, dass die 
Progression der Zellinvasion eine ausgeprägte Ausbildung von Pannusgewebe relativ 
zeitnah induziert. Die Kontrolltiergruppe wurde demgegenüber histopathologisch als 
gesund verifiziert.     
Pannusgewebe besteht im rheumatoiden Gewebe aus aktivierten Zelltypen wie 
Fibroblasten, Chondrozyten, Osteoklasten, T-und B-Lymphozyten, Makrophagen, 
Monozyten und Histamin produzierenden Mastzellen (4, 14). Eine Aktivierung der 
anderen Zellreihen durch die Zelllinie LS48 könnte dabei über kostimulierende 
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Oberflächenmoleküle erfolgen, welche für die LS48-Zellen bereits nachgewiesen wurden 
(76, 78). Welche Zelltypen und in welchem Umfang diese aktiviert wurden, wurde in der 
vorliegenden Arbeit nicht untersucht.     
Die abfallenden Werte in der vierten und sechsten Woche können mit einer 
Auseinandersetzung zwischen dem spezifischen Immunsystems der BALB/c-Maus (54) 
und den LS48-Zellen in Zusammenhang stehen, was eine quantitative Reduktion der LS48-
Zellen zur Folge gehabt hätte und somit die Ausbildung von Pannusgewebe vermindert 
haben könnte.    
Fassbender et al. erklären, dass der zunehmende Verlust von gesundem Synovialgewebe 
mit konsekutiven Ersatz von fibrosierendem Narbengewebe, zu einer wiederkehrenden 
Irritation führen und dadurch eine intermittierende Neubildung von Pannusgewebe 
begünstigen kann (34). Das würde den erneuten Anstieg der Werte in der achten und 
zehnten Woche erklären. Außerdem könnte es im Falle einer erneuten Aktivierung der 
LS48-Zellen durch eine nicht-effiziente Elimination durch das spezifische Immunsystem, 
zu einem leichteren Vordringen des Pannusgewebes in den Knorpel kommen, da neu 
entstandenes fibrokartilaginöses Ersatzgewebe vulnerabler ist (104).     
Eine vergrößerte Streuweite der Werte war zu jedem Zeitpunkt der histopathologischen 
Score-Erhebung feststellbar. Da der Übergang von einem zellinfiltrierten Synovium, 
welches über die Synoviumknorpelgrenze wächst, in ein Matrix-destruierendes 
Pannusgewebe fließend ist, war es nicht immer möglich beide Parameter getrennt 
voneinander zu betrachten und zu bewerten, was die vergrößerte Streuweite der Werte 
erklären könnte.           
 
4.1.3 Der Score-Parameter Knorpeldestruktion 
Der Parameter Knorpeldestruktion kennzeichnet den pathognomonischen Endpunkt in 
vielen Arthritis-Modellen. Daher wurde ein Auftreten einer Knorpeldestruktion in 
vergangenen Arbeiten unmittelbar als schwer fortgeschrittenes Stadium klassifiziert (55, 
58). Für die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinie LS48 war nicht abzusehen, 
zu welchem Zeitpunkt eine Knorpeldestruktion unter immunkompetenten Bedingungen 
erfolgen würde, ob eine teilweise Regeneration des Gewebes möglich gewesen wäre oder 
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inwieweit eine mögliche Persistenz dieser Zellen auf Dauer Knorpel-degradierende 
Auswirkungen gehabt hätte.          
Um das Ausmaß der Knorpeldestruktion einteilen zu können, wurde in verschiedenen 
Arbeiten eine Affektion des subchondralen Knochens in die Beurteilung mit einbezogen 
(53, 57, 60). Daraufhin konnte die Einschätzung anhand eines numerischen Scores von 0 
bis 3 in milde, mäßige oder schwere arthritische Veränderungen erfolgen (65). Dennoch 
kann mit Hilfe dieser Klassifizierung nicht abgeschätzt werden, wie tief die 
Knorpeldestruktion tatsächlich vorgedrungen ist. Aus diesem Grund wurde das 
Degradationsausmaß des Knorpelgewebes in der vorliegenden Arbeit ähnlich wie für die 
Parameter Zellinvasion und Pannusformation, über das Auszählen von degradierten 
Chondrozyten-Zelllagen bestimmt.  
Das formierte Pannusgewebe wächst über die Ausschüttung von Matrix-degradierenden 
Proteasen in das Knorpel- und Knochengewebe ein (14). Die Knorpeldestruktion wird in 
der vorliegenden Arbeit über das Ausmaß an destruierten Knorpel-Zelllagen bestimmt. 
Die genuine Morphologie von Chondrozyten wurde in diesem Zusammenhang als 
Referenzgröße betrachtet. Ein Einbruch in den subchondralen Knochen mit Verlust des 
Gelenkprofils beziehungsweise die Distorsion des Gelenks selbst stellen die maximalste 
Ausprägung der Knorpeldestruktion dar.   
 
4.1.3.1 Die pathophysiologische Bedeutung des Score-Parameters Knorpeldestruktion 
Die Exprimierung von adhäsiven Molekülen durch aktivierte synoviale Fibroblasten in 
rheumatoidem Gewebe erlaubt das Eindringen in die Knorpelsubstanz (19). Die 
Ausschüttung Matrix-lysierender Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen (z. B. Stro-
melysine, Kollagenasen und Gelatinasen), Zysteinproteinasen (z. B. Kathepsine L, K und B) 
und Membran-Typ-Matrixmetalloproteinasen (z. B. MT1-MMP und MT3-MMP) (14) 
bewirkt die Freilegung beziehungsweise Demaskierung von Kollagenfibrillen (25). LS48-
Zellen sollen außerdem über die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) fähig sein (53), 
die Proteoglykan- und Kollagensynthese in Chondrozyten zu inhibieren (105). Der Verlust 
der schützenden Proteoglykanhülle und von Kollagen II (37) führt zu einer Minderung der 
Härte und Elastizität des Knorpels (38). Innerhalb weniger Jahre kann es hierdurch zu 
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einer irreversiblen Gelenkzerstörung mit Gelenkdeviation beziehungsweise -subluxation 
kommen (4, 23).     
Über verschiedene pathologische Eigenschaften gelang es der Zelllinie LS48 in der BALB/c-
Maus das Knorpelgewebe zu degradieren.       
Zum einen exprimiert sie wie rheumatoid veränderte synoviale Fibroblasten, vermehrt 
adhäsive Moleküle wie VCAM-1 und EMMPRIN (76, 78), die für das Eindringen in das 
Knorpelgewebe unerlässlich sind. Zum anderen sind die Zellen in der Lage, über die 
Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-6 und 
Stickstoffmonoxid (53) und Matrix-lysierender Proteasen wie Matrix-Metalloproteinasen 
wie MMP-1, -2, -3 -9 und -13 und Kathepsin B (76), eine Zerstörung des Knorpelgewebes 
herbeizuführen. Außerdem wurde eine chondrozytäre Apoptose-Induktion durch die 
Zelllinie LS48 bereits nachgewiesen (102).       
Ferner wurde eine erhöhte Expression der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 durch LS48-Zellen 
bestätigt (78). Diese Rezeptoren werden nicht nur für eine gesteigerte Zellinvasion 
und -adhäsion (106) und für die Freisetzung von Matrix-degradierenden Enzymen (106, 
107) verantwortlich gemacht, sondern begünstigen zusätzlich über das RANK/RANKL-
Rezeptor-Liganden System eine Osteoklastenaktivierung mit konsekutiver Knochen-
zerstörung (12).     
 
4.1.3.2 Interpretation der lichtmikroskopischen Befunde des Score-Parameters 
Knorpeldestruktion für die Zelllinie LS48 im ipsilateralen Kniegelenk im Verlauf 
von zehn Wochen 
Auch für den Score-Parameter Knorpeldestruktion wurden die Werte der 
Kontrolltiergruppe als gesund interpretiert. Die statistisch erhobenen Werte der 
Knorpeldestruktion der mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zeigten ihr Maximum in 
der zweiten Untersuchungswoche.     
Eine Auseinandersetzung der LS48-Zellen mit dem spezifischen Immunsystem der BALB/c-
Maus (54) kann, wie bereits beschrieben, für das nachfolgende Absinken der Werte in der 
vierten und sechsten Woche ursächlich sein.       
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Eine andere Erklärung für das Absinken der Werte könnte sein, dass Knorpelgewebe 
scheinbar in der Lage ist, zu einem gewissen Grad zu regenerieren. Dies ist über die 
Ausschüttung bestimmter Zytokine wie die Transforming Growth Factor-beta 1 und 2 
möglich. Dabei erfolgt die Knorpelreparation zum Beispiel über eine Aktivierung von 
Chondrozyten, welche zur Proteoglykanbildung befähigt sind (108). Die anabolisch 
wirkenden Zytokine können von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und gesunden 
synovialen Fibroblasten sezerniert werden (109).     
Es ist unklar in welchem Umfang, die LS48-Zellen Zytokine wie Transforming Growth 
Factor-beta 1 und 2 sezernieren oder zu welchem Anteil noch gesunde synoviale 
Fibroblasten im Destruktionsgewebe ansässig sind. Im Rahmen einer Zellkultur der 
Zelllinie LS48 könnte der Nachweis dieser Zytokine im Zellkulturüberstand erfolgen. Die 
Zelllinie LS48 exprimiert keine für sie spezifischen Oberflächenmoleküle (53), was die 
Unterscheidung zwischen der invasiven Zelllinie und den gesunden synovialen 
Fibroblasten erschwert.   
Inwieweit Makrophagen und neutrophile Granulozyten in den histopathologischen 
Prozess der LS48-induizerten Knorpeldestruktion eingreifen, wurde in der vorliegenden 
Arbeit nicht untersucht. Über die Sezernierung von TNF-α und Interleukin-1 können 
aktivierte Makrophagen im rheumatoiden Gewebe erheblich an der Gelenkdestruktion 
beteiligt sein (110). Allerding sezernieren LS48-Zellen kaum TNF-α (53), was die 
knorpeldestruktiven Effekte mindern und ein Absinken der Werte in der vierten und 
sechsten Woche erklären könnte. Ferner werden größere Mengen chemotaktisch 
wirkende Zytokine durch synoviale Fibroblasten ebenfalls erst in Gegenwart von TNF-α 
und Interleukin-1 ausgeschüttet (111). Auch das könnte einem dauerhaft effektiven 
knorpeldestruktiven Prozess im Wege stehen. Demgegenüber aber könnte über die 
Exprimierung der Rezeptoren der TNF-Familie CD40/CD40L durch die Zelllinie LS48 (78), 
eine Aktivierung von T-Zellen (94) und daraufhin die Aktivierung von Makrophagen 
vonstattengehen (112). Es ist nicht bekannt, inwieweit diese Aktivierung in dem 
untersuchten Tiermodell der vorliegenden Arbeit erfolgt ist. Gegen eine direkte 
Aktivierung von Makrophagen spricht weiterhin, dass LS48-Zellen vermutlich keinen 
„Decay Accelerating Factor“ (CD55) exprimieren (78), welcher über das CD55/CD97 
Rezeptor-Liganden-System die Interaktion zwischen Makrophagen und rheumatoiden 
synovialen Fibroblasten verstärkt (113, 114).   
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Die nicht-effiziente Abstoßung durch das spezifische Immunsystem könnte wie bereits bei 
den anderen Score-Parametern beschrieben, die Rekrutierung von verbliebenen LS48-
Zelllen bedeuten und so eine wiederkehrende oberflächliche Knorpeldestruktion 
auslösen, wie sie über den Anstieg der Werte für die achte Woche in dieser Arbeit 
beschrieben werden konnte. Der erneute Anstieg der Werte könnte damit untermauert 
werden, dass eventuell neu entstandenes fibrokartilaginöses Ersatzgewebe vulnerabler ist 
(104) und so eine erneute Knorpeldestruktion einfacher vonstattengehen kann.   
Die für die zehnte Woche erhobenen Werte präsentierten sich wiederrum als diskret 
regredient, was das Wechselspiel zwischen möglicher Knorpelregeneration und erneuter 
Knorpeldestruktion durch die Zelllinie LS48 unterstreichen könnte.    
 
4.1.4 Interpretation des lichtmikroskopisch erhobenen Gesamtscores für das 
Knorpeldestruktionsmodell (BALB/c-LS48) im ipsilateralen Kniegelenk im Verlauf 
von zehn Wochen 
Die Verwendung eines Gesamtscores, welcher sich aus separat beurteilten Parametern 
zusammensetzt, ermöglicht über die Addition der vergebenen Punkte eine 
zusammengefasste Einschätzung von gewebsdestruierenden Effekten (66).   
Der Gesamtscore der vorliegenden Arbeit errechnete sich über die Summe der 
bewerteten Score-Parameter und konnte demnach höchstens 9 Punkte betragen. Der 
Gesamtscore erlaubte eine Einteilung der Ausprägung der Gewebsdestruktion durch die 
verwendeten Zelllinien: 0 wurde als keine, 1-3 als leichte, 4-6 als mäßige und 7-9 als 
schwerwiegende Gewebsdestruktion eingestuft.       
Die für die histologischen Präparate verwendeten Parameter erfahren nicht immer zur 
gleichen Zeit ihre maximalste Ausprägung, da die Prozesse der Zellinvasion, der 
Pannusformation und die der Knorpeldestruktion, ausgelöst durch die LS48-Zellen, 
teilweise zeitlich versetzt stattgefunden haben. Daher konnte für den Gesamtscore 
zusammenfassend keine „schwerwiegende“ Gewebsdestruktion statistisch evaluiert 
werden, wenngleich einzelne Versuchstiere der zweiten Untersuchungswoche dieses 
Stadium erreicht hatten.     
Dennoch erlaubt der Gesamtscore einen zusammenfassenden Überblick über die 
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histopathologische Aktivität im Kniegelenk, da ein einzelner Parameter nicht alle 
pathologischen Vorgänge im Rahmen des sich entwickelnden Destruktionsprozesses 
einschließen kann. Bei der Fibroblasten-abhängigen Hypothese wird, bezogen auf die 
Entwicklung der rheumatoiden Arthritis, zunächst von einer Hyperplasie oder aber auch 
von einer verminderten Apoptose durch synoviale Fibroblasten in der synovialen 
Deckzellschicht ausgegangen. Aktivierte synoviale Fibroblasten induzieren die Formierung 
von Pannusgewebe über ein ausgeprägtes Adhäsions- und Invasionsverhalten über die 
Ausschüttung von Matrix-degradierenden Proteasen und über die Aktivierung von 
anderen Zelltypen beispielsweise Chondrozyten. Final wächst das Pannusgewebe Matrix-
destruierend in das Knorpel- und Knochengewebe ein (4). Somit sind alle drei Score-
Parameter repräsentativ für den pathognomonischen Prozess einer Fibroblasten-
induzierten Knorpeldestruktion, welcher verlaufs- und stadienabhängig ist und im 
Gesamtscore zusammenfassend gut abgebildet werden kann.    
Die Gewebsdestruktion durch die Zelllinie LS48 ist möglicherweise von der Aktivierung 
des Immunsystems in der BALB/c-Maus abhängig. In diesem Wechselspiel ist eine 
Reduktion oder Progression der einzelnen Parameter möglich, weshalb die Ausprägung 
der Gewebsdestruktion durch die Zelllinie LS48 im Gesamtscore durchschnittlich kein 
„schwerwiegendes“ Stadium erreicht hat, welches für einzelne Versuchstiere aber 
durchaus festzustellen war.     
Die Kontrolltiergruppe konnte über die Auswertung des Gesamtscores als gesund 
deklariert werden, wenngleich sie durchschnittlich mit einem Punkt bewertet wurde. 
Diese histologische Einschätzung kann zum einen damit begründet werden, dass Auf- und 
Abbauprozesse im Gewebe zu jeder Zeit erfolgen und sich demnach auch als artifizielle 
beziehungsweise vermeintliche histopathologische Veränderung abgezeichnet haben 
könnten. Zum anderen wurden für die BALB/c-Maus spontan arthrotische Veränderungen 
im patellofemoralen Kompartiment im Alter von einem Jahr festgestellt. Allerdings ist 
nicht erläutert, wie ausgeprägt sich diese arthrotischen Erosionen oder oberflächlichen 
Auffaserungen zu jenem Zeitpunkt dargestellt haben (97). Die Kniegelenke von Mäusen 
stehen permanent in Beugestellung (21), was die Entwicklung von arthrotischen 
Veränderungen begünstigen kann. Die für die vorliegende Arbeit untersuchten BALB/c-
Mäuse wurden spätestens in einem Alter von sechs Monaten getötet. Inwieweit 
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arthrotische Veränderungen in diesem Alter bereits aufgetreten sind, ist nicht bekannt. 
Die sehr geringfügig ausgeprägten, histopathologischen Veränderungen der 
Kontrolltiergruppe könnten dadurch begründet sein.     
Die am deutlichsten gewebsdestruierenden Effekte der Zelllinie LS48 wurden in der 
zweiten Untersuchungswoche festgestellt und wurden damit als noch „mäßige“  
Gewebsdestruktion eingestuft.         
Dass eine Auseinandersetzung zwischen der Zelllinie LS48 und dem spezifischen 
Immunsystem der BALB/c-Maus (54) die Hauptursache für das Absinken der Werte im 
Sinne einer nur noch „leichten“ Gewebsdestruktion in der vierten und sechsten Woche 
sein könnte, wurde bereits für die einzelnen Score-Parameter beschrieben.   
Eine nicht effiziente Elimination im Sinne einer Abstoßung (98) oder aber auch aufgrund 
der verminderten Expression von MHC I auf der Zelloberfläche der Zelllinie LS48 (53) mit 
einer möglichen Rekrutierung der invasiven Zellen sowie mögliche Auswirkungen eines 
Antikörper-Isotypenswitchs (99) könnten die Ursachen für den Wiederanstieg der Werte 
in der achten Woche bedeuten und somit eine erneute „mäßige“ Gewebsdestruktion 
auslösen. 
Die immunologischen Interaktionen zwischen der Zelllinie LS48 und dem Mausorganismus 
könnten nicht nur zu einem intermittierenden Aufflammen des Destruktionsprozesses, 
sondern auch zu einer zwischenzeitlichen Remission führen, was sich durch ein Absinken 
der Werte in der zehnten Untersuchungswoche widerspiegeln und dadurch wieder als 
„leichte“ Gewebsdestruktion klassifiziert werden könnte.    
Außerdem kann es zu einer Freilegung von bisher nicht zugänglichen körpereigenen 
Strukturen durch die Gewebsdestruktion der Zelllinie LS48 kommen. Das könnte zu einer 
T-Zell-vermittelten Autoantikörperproduktion führen (4, 7) und einen autoimmunen und 
intermittierend verlaufenden Prozess im Sinne einer rheumatoiden Arthritis (1) in der 
BALB/c-Maus induzieren, was ebenfalls den biphasischen Verlauf erklären würde. 
Interessant für zukünftige Arbeiten wäre es, die Beteiligung von aktivierten T- und B-
Zellen oder anderen immunologisch relevanten Zellen, in dem Knorpeldestruktionsmodell 
BALB/c-LS48 zu überprüfen.      
Des Weiteren konnte eine unzureichende Produktion von TNF-α durch die Zelllinie LS48 
bestätigt werden (53). Dass TNF-α an der Gewebsdestruktion maßgeblich beteiligt ist, 
wurde über den Transfer von hu/TNF-α-transgenen Fibroblasten in die Kniegelenke von 
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CBA°x°C57BL/6-Mäusen nachgewiesen (115). Außerdem erfolgt die Aktivierung des 
Makrophagen-Monozyten-Systems über TNF-α (111). Die Beteiligung von Makrophagen 
an Knorpel-degradierenden Vorgängen im Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis 
gilt als erwiesen (4). Die ausbleibende Aktivierung von Makrophagen und das Fehlen von 
TNF-α würde demnach ausgeprägte Gewebsdestruktionsprozesse verhindern und somit 
den intermittierenden, biphasischen Verlauf, welcher in der vorliegenden Arbeit erheblich 
von der Aktivität und Proliferation der Zelllinie LS48 abhängig war, erklären.    
Auch der Einfluss des Geschlechts der Mäuse könnte Auswirkungen auf den Verlauf einer 
Gewebsdestruktion haben, da Mäuse weiblichen Geschlechts aufgrund ihres hormonellen 
Status geringere arthritische Erscheinungen in Arthritis-Modellen mit der BALB/c-Maus 
zeigten (33). Der mögliche Einfluss des Hormonstatus wurde in der vorliegenden Arbeit 
nicht untersucht, da die Versuchstiergruppen nicht geschlechterspezifisch gegenüber 
gestellt wurden. Allerdings ist auch nicht von einer bedeutenden Auswirkung der 
Hormone auf das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Knorpeldestruktionsmodell 
auszugehen, da die Induktion der Gewebsdestruktion lokal und nicht wie in den Arbeiten 
von Nandakumar et al. systemisch erfolgt ist (33).   
 
4.1.4.1 Verlaufsvergleich zu anderen Tiermodellen 
Im Kollagen-induzierten Arthritis-Modell der SD-Ratte (Spargue-Dawley) wurden 13 Tage 
nach der Injektion von Kollagen-Typ II schwere und 20 Tage später sehr schwere 
arthritische Veränderungen gefunden, wobei die Affektion anderer Gelenke in die 
Beurteilung mit einfloss (58). In einem Modell der Adjuvans-induzierten Arthritis wurde 
ein Progress der histopathologischen Ereignisse sogar bis Tag 171 nach der Injektion des 
Freundschen Adjuvans beobachtet (60). Ein zwischenzeitliches Absinken der Werte wurde 
in beiden Arbeiten nicht beschrieben. Demgegenüber zeigt der Verlauf der LS48-
induzierten Gewebsdestruktion lichtmikroskopisch einen Peak in der zweiten und achten 
Untersuchungswoche und ein Absinken der Werte in der vierten, sechsten und zehnten 
Woche. Allerdings kann die systemische Induktion einer Arthritis nicht unmittelbar mit 
einer lokal-induzierten Knorpeldestruktion, zum Beispiel durch die Zelllinie LS48, 
verglichen werden. Die systemische Applikation erlaubt eine direkte Aktivierung des 
Immunsystems und die Induktion einer sofortigen systemischen Inflammationsreaktion, 
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was den destruktiven Prozess dauerhaft aufrecht erhalten kann im Gegensatz zu einer 
lokal-induzierten Gewebsdestruktion wie zum Beispiel im Kniegelenk, bei welcher das 
betroffene Kompartiment räumlich begrenzt ist und dadurch keine systemische 
Immunreaktion ausgelöst werden muss. Die Immunreaktion in einem lokal begrenzten 
Gebiet würde demnach nur intermittierend und zeitlich begrenzt ablaufen, je nachdem 
ob und wann die injizierten Zellen aktiv sind. Außerdem ist die Sensitivität für die 
Entwicklung gewebsdestruierender Prozesse auch innerhalb einer Spezies unterschiedlich 
(116) und kann somit nur begrenzt miteinander verglichen werden.   
Über einen Transfer von hu/TNF-α-transgenen Fibroblasten in die Kniegelenke von 
CBA°x°C57BL/6-Mäusen wurden auch in den Gelenken, die nicht behandelt wurden, 
charakteristische arthritische Veränderungen gefunden im Gegensatz zu dem in dieser 
Arbeit untersuchten Modell. In diesem Transfer-Modell konnte kein biphasischer Verlauf 
festgestellt werden. Außerdem musste die Progression der histopathologischen 
Veränderungen mit Hilfe einer Injektion von einem Anti-hTNF-Antikörper limitiert werden 
(115). Daher kann die fehlende Expression von TNF-α durch die Zelllinie LS48 (53) eine 
Exazerbation der Knorpeldestruktion in der BALB/c-Maus verhindert haben, was den 
histopathologischen Verlauf im Gesamtscore rechtfertigen könnte. Eine zusätzliche 
Stimulation des Monozyten-Makrophagen-Systems durch TNF-α (111) im Knorpel-
destruktionsmodell BALB/c-LS48 könnte demnach einen ausgeprägteren Verlauf des 
Gesamtscores begünstigen, was in zukünftigen Arbeiten additiv untersucht werden kann. 
Ein anderes Modell induzierte über die intraartikuläre Injektion von Streptokokken-
Zellwandbestandteilen in immunkompetente Mäuse einen kurzzeitigen Inflammations-
prozess im Kniegelenk, welcher allerdings nach 2 Wochen regredient war (117). Dies 
untermauert, dass die Zelllinie LS48 über ihre gewebsdestruierenden Eigenschaften einen 
wesentlichen Anteil zur Knorpeldegradation in rheumatoidem Gewebe beiträgt. Anhand 
des in der vorliegenden Arbeit untersuchten Modells konnte histologisch bestätigt 
werden, dass das Modell einen bedeutend längeren Zeitraum zur Untersuchung 
knorpeldegradierender Prozesse durch invasive Fibroblasten zulässt, als es zum Beispiel in 
der SCID-Maus möglich ist, da SCID-Mäuse aufgrund ihrer Prädisposition zur vorzeitigen 
Tumorentstehung nicht für einen längeren Untersuchungszeitraum geeignet sind (53). 
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4.2 Die histopathologischen Auswirkungen der Zelllinien LS48 und 
NIH/3T3 im ipsilateralen Kniegelenk der BALB/c-Maus im Vergleich 
Für den Score-Parameter Zellinvasion wurden geringfügig erhöhte Werte für die mit 
NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen gegenüber der Kontrolltiergruppe festgestellt. 
Die Werte waren aber nie statistisch signifikant, im Gegensatz zur LS48-Zelllinie.  
In der zehnten Untersuchungswoche glichen sich die Werte beider verwendeten Zelllinien 
an. Im Vergleich zu der LS48-Zelllinie wurde für die NIH/3T3-Zelllinie eine wesentlich 
geringere Invasions- und Migrationsaktivität nachgewiesen. Ebenso wurde eine 
verminderte Expression von adhäsiven Molekülen wie VCAM-1 und EMMPRIN durch die 
Zelllinie NIH/3T3 aufgezeigt (76, 78). Das bedeutet, dass die NIH/3T3-Zelllinie nach der 
intraartikulären Injektion zwar diskret in das Synovium migrieren kann, aber keine 
erhöhte Proliferations- oder verminderte Apoptoseaktivität im Vergleich zur Zelllinie LS48 
(53) aufweist. Die ausgeprägte Invasions- und Migrationsaktivität von LS48-Zellen 
gegenüber der NIH/3T3-Zelllinie wurde in der vorliegenden Arbeit histologisch und 
anhand der ausgewerteten Daten bestätigt.   
In der histopathologischen Beurteilung des Score-Parameters Pannusformation fanden 
sich für die mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen kaum Unterschiede gegenüber 
der Kontrolltiergruppe. Für die mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen zeigten sich 
indes über den gesamten Zeitraum erhöhte Werte besonders in der zweiten 
Untersuchungswoche. 
Dass NIH/3T3-Zellen in der Lage sind, in Kollagen I und III zu migrieren, wurde bereits 
bestätigt. Das könnte auch der Grund sein, warum in der zehnten Untersuchungswoche 
diskret histopathologische Veränderungen im Sinne einer Pannusformation für die mit 
NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen abzulesen waren. Allerdings ist wie bereits 
beschrieben, das Migrations- und Invasionsverhalten der LS48-Zelllinie in Untersuchungen 
vergangener Arbeiten immer deutlich stärker ausgeprägt gewesen (76).   
Für die Formation von Pannusgewebe wird eine Aktivierung mehrerer Zelltypen wie 
Chondrozyten, Osteoklasten, T-und B-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und 
Histamin produzierenden Mastzellen angenommen (4, 14). Die für die Aktivierung von T- 
und B-Lymphozyten, Chondrozyten und Osteoklasten erforderlichen Oberflächen-
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moleküle wurden nicht für die NIH/3T3-Zelllinie aber für die Zelllinie LS48 bestätigt (76, 
78). Die vorliegenden Werte der mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiere beweisen, dass 
eine intraartikuläre Injektion von Zelllinien nicht per se die Ausbildung von Pannusgewebe 
begünstigen muss.        
Ähnliche Werte wurden für den Parameter Knorpeldestruktion ermittelt. Auch hier 
wurden für die mit NIH/3T3-Zellen behandelten Tiergruppen keine Unterschiede 
gegenüber der Kontrolltiergruppe festgestellt. Die Zelllinie LS48 zeigte dagegen über den 
gesamten Zeitraum und besonders in der zweiten Untersuchungswoche erhöhte Werte 
für knorpeldestruktive Prozesse.         
Obwohl Matrix-degradierende Proteasen wie MMP-9 und MMP-1 in geringem Maße 
durch NIH/3T3-Zellen produziert werden (76, 79), scheinen nach lichtmikroskopischer 
Auswertung keine knorpeldestruktiven Prozesse auslösbar gewesen zu sein. LS48-Zellen 
sezernieren im Gegensatz zu NIH/3T3-Zellen quantitativ mehr und qualitativ vielfältigere 
Matrix-degradierende Proteasen. Außerdem sollen LS48-Zellen fähig sein, eine 
chondrozytäre Apoptose einleiten zu können (102). Das unterstreicht den Knorpel-
degradierenden Charakter der Zelllinie LS48 gegenüber den NIH/3T3-Zellen. 
Dennoch wurden polarisationsmikroskopisch geringfügig Knorpel-degradierende Prozesse 
in den mit NIH/3T3-Zellen behandelten Kniegelenken für zweite Untersuchungswoche 
beobachtet. Submikroskopische Strukturen eines Gewebes können mit dem Polarisations-
mikroskop differenzierter als mit dem Lichtmikroskop beurteilt werden (83). Daher 
scheint die geringfügige Ausschüttung Knorpel-degradierender Proteasen durch die 
Zelllinie-NIH/3T3 nur auf molekularstruktureller Ebene Auswirkungen zu haben.  
     
Die Auswertung des Gesamtscores über den Verlauf von zehn Wochen zeigte für die 
Zelllinie-NIH/3T3 im Vergleich zur Zelllinie LS48 weder einen biphasischen Verlauf, noch 
waren zu irgendeinem Zeitpunkt auffällige Werte festzustellen, was durch die eben 
beschriebenen Überlegungen nachvollziehbar ist. Außerdem scheint aufgrund der 
vorliegenden Werte des Gesamtscores, keine Auseinandersetzung zwischen dem 
Immunsystems der BALB/c-Maus und den NIH/3T3-Zellen im Gegensatz zur Zelllinie LS48, 
stattgefunden zu haben. 
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4.3 Vergleich der medialen und lateralen Sagittalebenen der 
histologischen Präparate der Kniegelenke      
Um die Invasionszone der intraartikulär injizierten Zelllinien lokalisieren zu können, 
wurden für die Beurteilung der histologischen Präparate sowohl mediane 
beziehungsweise mediale als auch laterale Sagittalschnitte angefertigt.    
In dem Mausmodell der spontan auftretenden Arthritiden MRL-lpr/lpr entwickelt sich 
eine Arthritis, die der rheumatoiden Arthritis sehr ähnlich ist. Die Proliferation der 
synovialen Zellen beginnt dabei im Gelenkrezessus (118). Das Stratum synoviale ist 
Bestandteil der Gelenkkapsel und bildet diese Gelenkrezessus aus (23). Da die 
Gelenkkapsel das Gelenk von außen umschließt, sind die Rezessus nur in den lateralen 
Sagittalanschnitten der histologischen Präparate darstellbar.    
Die medialen Sagittalschnitte zeigen die Ebene, in welcher die Gelenkhöhle von den 
Kreuzbändern Lig. cruciatum craniale und caudale durchzogen werden. Die Kreuzbänder 
sind von einer synovialen Membran überdeckt (32).    
Die Werte der Score-Parameter der medialen und lateralen Sagittalschnitte der 
ipislateralen Kniegelenke zeigten in der zweiten Untersuchungswoche für die mit LS48-
Zellen behandelten Tiergruppen im Vergleich zueinander keine Unterschiede. Somit kann 
davon ausgegangen werden, dass die intraartikulär injizierten Zelllinien nicht nur die 
Rezessus invadieren, sondern auch in die synoviale Membran der Kreuzbänder migrieren 
und sich von dort ausbreiten können, was in den histologischen Präparaten auch zu 
erkennen war. Dieser Ausbreitungsweg entspricht allerdings nicht dem Ausbreitungsweg 
von rheumatoidem Gewebe im Menschen (118). Da die erhobenen Werte der 
verschiedenen Sagittalebenen ähnliche Werte erbrachten, ergaben sich bezüglich der 
Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit, keine Konsequenzen in der Beurteilung der 
Gewebsdestruktion.     
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4.4 Beurteilung histopathologischer Veränderungen in den 
kontralateralen Kniegelenken im Verlauf von zehn Wochen 
Die erhobenen Werte der kontralateralen Kniegelenke der Kontrolltiergruppe wurden im 
Gesamtscore als gesund eingestuft. Die Werte der mit NIH/3T3-Zellen und mit LS48-Zellen 
behandelten Tiergruppen zeigten im Vergleich zur Kontrolltiergruppe keine ausgeprägten 
histopathologischen Veränderungen. In den statistischen Analysen der einzelnen Score-
Parameter ergaben sich ähnliche Ergebnisse sowohl licht- als auch polarisations-
mikroskopisch.     
Anhand der Ergebnisse kann darauf geschlossen werden, dass die intraartikuläre Injektion 
in das ipsilaterale Kniegelenk der Mäuse keine wesentlichen Auswirkungen auf das 
kontralaterale Kniegelenk hatte und sich die Gewebsdestruktion somit lokal begrenzt 
entwickelte. Dadurch kann für die Versuchstiere von einer geringeren körperlichen 
Belastung ausgegangen werden im Vergleich zu systemisch induzierten Arthritis-Modellen 
(58).            
Zwar zeigt der direkte Vergleich der kontralateralen Kniegelenke der mit NIH/3T3-Zellen 
und der mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen gegenüber den kontralateralen 
Kniegelenken der Kontrolltiergruppe keinen signifikanten, dennoch aber einen 
geringfügigen Anstieg der Werte für zwei Wochen nach der intraartikulären Injektion. 
Nach der Injektion des kompletten Freund-Adjuvans in die Kniegelenke von BALB/c-
Mäusen wurde bereits ein ausgeprägtes Schmerzverhalten von bis zu drei Tagen nach 
einer Injektion beschrieben (119). Das Schmerzverhalten könnte so zu einer kurzzeitigen 
Fehlbelastung der kontralateralen Kniegelenke geführt haben und so den leichten Anstieg 
der histopathologischen Parameter für die zweite Untersuchungswoche erklären.   
Das Messen des Knieumfangs als objektiver Schmerzparameter nach intraartikulärer 
Injektion wurde in dem Modell der Kollagenase-induzierten Osteoarthritis in Ratten 
überprüft. Es zeigten sich signifikante Unterschiede des Durchmessers der ipsilateralen 
Kniegelenke gegenüber den kontralateralen Kniegelenken. Die Werte der kontralateralen 
Kniegelenke blieben konstant, während die Werte der ipsilateralen Kniegelenke ihr 
Maximum eine und zwei Wochen nach der intraartikulären Injektion zeigten (120). 
Demnach und aufgrund der erhobenen Werte der vorliegenden Arbeit scheint eine 
ipsilaterale intraartikuläre Injektion eine geringe histopathologische Auswirkung auf das 
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kontralaterale Kniegelenk zu haben, nicht aber eine Makroskopische wie zum Beispiel die 
Zunahme des Knieumfangs.     
Ein Auswandern der Zelllinien vom Ort der Injektion, in das zum Beispiel kontralaterale 
Kniegelenk, kann aufgrund der erhobenen Werte nahezu ausgeschlossen werden. In dem 
Modell der human/ murinen SCID-Arthritis entwickelte sich durch die intraartikuläre 
Implantation von humanem rheumatoiden Gewebe sowohl ipsi- als auch kontralateral 
eine progressive Gelenkdestruktion (121). Da die in dieser Arbeit verwendete BALB/c-
Maus über ein spezifisches Immunsystem verfügt (54), ist es möglich, dass die Aktivierung 
von T- und B-Lymphozyten durch injizierte LS48-Zellen, einen sekundär oligoartikulären 
Befall verhindert hat.    
 
4.5 Vergleich der licht- und polarisationsmikroskopischen Untersuchungs-
ergebnisse         
Mit Hilfe des Polarisationsmikroskops wurde der Parameter Knorpeldestruktion 
histologisch gescort. Die polarisationsmikroskopische Beurteilung der histologischen 
Präparate erfolgte entsprechend des lichtmikroskopischen Bewertungsmodus des Score-
Parameters Knorpeldestruktion über einen Zeitraum von zehn Wochen. Es konnten 
maximal 3 Punkte mit einem Inkrement von 0,5 Punkten vergeben werden.  
Das Binde- und Stützgewebe stellt sich in der Azanfärbung nach Heidenhain 
lichtmikroskopisch blau, Zellkerne rot und das Muskelgewebe rötlich bis orange dar (82). 
Polarisationsmikroskopisch werden die Kollagenfibrillen des hyalinen Knorpels über ihre 
doppelbrechenden Eigenschaften sichtbar gemacht. Alle anderen Gewebearten sind 
aufgrund ihrer nicht geordneten Strukturen polarisationsmikroskopisch nicht beurteilbar 
(23, 25).  
In der statistischen Gegenüberstellung der licht- und polarisationsmikroskopischen Daten 
des Parameters Knorpeldestruktion wurden keine signifikanten Unterschiede für die 
ipsilateralen und kontralateralen Kniegelenke der nativen und der mit NIH/3T3- und LS48-
Zellen behandelten Tiergruppen erfasst. Dennoch war beim rein visuellen Vergleich der 
Daten festzustellen, dass die Amplitude der Punktvergabe für die einzelnen Tiergruppen 
polarisationsmikroskopisch höher als lichtmikroskopisch ausfiel.    
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Eine geringfügige Affektion des Knorpelgewebes durch die verwendeten Zelllinien in der 
vorliegenden Arbeit würde demnach polarisationsmikroskopisch frühzeitiger sichtbar sein 
als lichtmikroskopisch, da submikroskopische Strukturen eines Gewebes polarisations-
mikroskopisch differenzierter beurteilt werden können als es lichtmikroskopisch möglich 
ist (83). Damit kann erklärt werden, warum eine offensichtliche Degradation des Knorpels 
lichtmikroskopisch später zum Tragen kommt, wenngleich physiopathologische Prozesse 
bereits auf das Knorpelgewebe eingewirkt haben. Das würde die erhöhte Amplitude der 
polarisationsmikroskopischen Werte für die einzelnen Tiergruppen rechtfertigen.   
Für die ipsilateralen Kniegelenke der mit LS48-Zellen behandelten Tiergruppen wurden 
lichtmikroskopisch für die zweite, vierte und achte Untersuchungswoche statistisch 
signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrolltiergruppe gefunden. In der 
polarisationsmikroskopischen Auswertung wurden statistisch signifikante Unterschiede 
lediglich für die zweite und vierte Woche erfasst. Allerdings wurde bezüglich der 
Kontrolltiergruppe in der polarisationsmikroskopischen Auswertung eine deutliche 
Streuung der Werte festgestellt. Die histopathologischen Veränderungen wurden in der 
zehnten Untersuchungswoche licht- und polarisationsmikroskopisch unterschiedlich 
beurteilt, obwohl beide Untersuchungsmethoden einen erneuten Anstieg der Werte in 
der achten Untersuchungswoche verzeichneten. Die polarisationsmikroskopisch 
erhobenen Werte stiegen im Gegensatz zur lichtmikroskopischen Auswertung in der 
zehnten Untersuchungswoche weiter an. Lichtmikroskopisch sanken die Werte wieder ab, 
woraus sich ein biphasischer Verlauf entwickelte. Die Möglichkeit zur molekular-
strukturellen Darstellung der histologischen Präparate durch das Polarisationsmikroskop 
könnte diesen Zusammenhang erklären. Reparaturmechanismen im kollagenen Gewebe 
sind begrenzt möglich (108). Neu entstandenes fibrokartilaginöses Ersatzgewebe ist 
vulnerabler und submikroskopisch abweichend zum Ursprungsgewebe strukturiert (104). 
Die polarisationsmikroskopische Untersuchung erlaubt in diesem Zusammenhang eine 
differenziertere Beurteilung (83). Im Zuge eines erneuten Aufflammens des 
Destruktionsprozesses könnten zusätzlich entstandene histopathologische Veränder-
ungen um das Ersatzgewebe mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie frühzeitiger erfasst 
und im Gesamtbild ausgeprägter dargestellt werden als es mittels Lichtmikroskopie 
möglich ist.   
Bestimmte histologische Färbungen können polarisationsmikroskopisch allerdings zu 
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einer Hemmung der Doppelbrechung führen (122). Für die in dieser Arbeit verwendete 
Azanfärbung nach Heidenhain gibt es bisher keine Untersuchungen über die 
polarisationsoptischen Auswirkungen. Die Hemmung der Doppelbrechung könnte die 
histopathologische Einschätzung im Sinne einer positiveren Beurteilung beeinflussen und 
die erhöhten Werte für die zehnte Untersuchungswoche, aber auch die erhöhte 
Amplitude der polarisationsmikroskopisch erfassten Werte erklären. Eine andere 
mögliche Ursache für die statistisch nicht signifikanten unterschiedlichen Auswertungen 
der Licht- und Polarisationsmikroskopie könnte sein, dass Restspuren von Paraffin in den 
aufgearbeiteten histologischen Präparaten zu artifiziellen Störungen geführt haben. 
Paraffin zählt wie kollagenes Gewebe zu den doppelbrechenden Strukturen. Eine 
vollständige Entparaffinierung hätte in einem Methanolchloroformgemisch bei 50 °C über 
Nacht erfolgen müssen (83), was für die Azanfärbung nach Heidenhain laut Protokoll aber 
nicht vorgesehen war (82). Es ist allerdings auch nicht sehr wahrscheinlich, dass 
Restspuren von Paraffin die histopathologische Auswertung beeinflusst haben, da 
Paraffinkristalle auf Grund ihres Eigendichroismus gut von dem zu untersuchenden 
Gewebe unterschieden werden konnten.        
Das Destruktionsverhalten der Zelllinie LS48 wurde mittels beider Untersuchungs-
techniken bestätigt und sowohl licht- als auch polarisationsmikroskopisch ähnlich 
bewertet, wenngleich das Polarisationsmikroskop eine eventuell sensitivere aber 
statistisch nicht relevantere Methode zur frühzeitigeren Erkennung von degradiertem 
Gewebe bedeuten und somit eine wertvolle Ergänzung zum Lichtmikroskop darstellen 
könnte.        
 
4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick 
Die vorliegende Arbeit hatte die histopathologische Klassifizierung der 
Gewebsdestruktion durch die Zelllinie LS48 in der BALB/c-Maus zur Aufgabe. Es sollte 
geklärt werden, ob und in welchem Umfang die Gewebsdestruktion durch LS48-Zellen 
unter immunkompetenten Bedingungen erfolgen kann. Darin liegt auch der Vorteil des in 
der vorliegenden Arbeit untersuchten Tiermodells gegenüber dem Tiermodell SCID-LS48. 
Da die SCID-Maus über kein intaktes spezifisches Immunsystem verfügt, können in diesem 
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Modell nicht alle zellulären Interaktion berücksichtigt werden. Außerdem ist eine 
Untersuchung der ausgelösten Destruktion in der SCID-Maus durch die Zelllinie LS48 
aufgrund ihrer Prädisposition zur Tumorentstehung nicht länger als zwei Wochen 
möglich. Daher eignet sich die immunkompetente BALB/-c-Maus für längerfristige 
Untersuchungen zur Gewebsdestruktion durch aktivierte und invasive synoviale 
Fibroblasten.  
Das Tiermodell BALB/c-LS48 erlaubt die Simulierung einer Fibroblasten-induzierten 
Knorpeldestruktion und kann damit einen bedeutenden Teilaspekt der rheumatoiden 
Arthritis nachstellen. Durch die intraartikuläre Injektion einer qualitativ und quantitativ 
definierten Zellpopulation werden schnell reproduzierbare Gelenkdestruktionen lokal 
begrenzt hervorgerufen. In-vivo-Tiermodelle ermöglichen es, zelluläre und 
gewebstypische Interaktionen im Gegensatz zu in-vitro-Modellen, komplexer und 
realitätsbezogener zu untersuchen.    
Der histopathologische Charakter der Zelllinie LS48 wurde in der vorliegenden Arbeit mit 
Hilfe der Parameter Zellinvasion, Pannusformation und Knorpeldestruktion klassifiziert. 
Anhand der Auswertung dieser Parameter wurde die erhöhte Invasions-, Migrations- und 
Knorpeldegradationsfähigkeit muriner, invasiver LS48-Zellen gegenüber der nicht 
invasiven Zelllinie NIH/3T3 histologisch nachgewiesen. Die licht- und polarisations-
mikroskopischen Untersuchungsmethoden erlauben eine kostengünstige und sensitive 
Einschätzung von knorpeldegradiertem Gewebe. Aufgrund der histologischen 
Untersuchungen wurde deutlich, dass die murine, invasive LS48-Zelllinie weiterhin eine 
exzellente Modellzelllinie für die wissenschaftliche Betrachtung der Gelenkdestruktion im 
Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis darstellt.  
Da die Fibroblasten-Zelllinie LS48 Rezeptoren der TNF-Familie CD40/CD40L exprimiert 
und die BALB/c-Maus aufgrund ihrer Immunkompetenz zu einer Aktivierung des 
spezifischen und unspezifischen Immunsystems befähigt ist, können zelluläre 
Interaktionen mit T-Lymphozyten und eine damit verbundene mögliche Aktivierung des 
Monozyten-Makrophagen-Systems, Untersuchungsgegenstand zukünftiger Arbeiten sein. 
Des Weiteren könnte überprüft werden, inwieweit eine intraartikuläre Zugabe von TNF-α 
den Knorpeldestruktionsprozess perpetuiert.      
 Diskussion 
 
91 
 
Die medikamentöse Therapie der rheumatoiden Arthritis konzentriert sich bis zu dem 
heutigen Tag auf die Entzündungshemmung, Schmerztherapie, Suppression von CD4+-T-
Lymphozyten oder auf die Immunmodulation von B-Lymphozyten (4). Zur Prävention 
sowie zur Therapie der Knorpeldestruktion im Rahmen der rheumatoiden Arthritis 
existieren bislang nur eher theoretische Ansätze. Daher kann der progrediente Verlauf 
der Gelenkzerstörung bisher kaum aufgehalten werden.    
Therapeutische Strategien bezüglich der Fibroblasten-abhängigen Knorpel- und 
Knochendegradation können mit unserem Modell untersucht werden. Diesbezüglich sind 
in diesem Tiermodell bisher noch keine Untersuchungen erfolgt. Das Knorpel-
destruktionsmodell BALB/c-LS48 bietet weitreichende Ansatzpunkte für therapeutische 
Überlegungen und Interventionen:       
Im Mittelpunkt steht dabei die Inhibition von Matrix-lysierenden Proteasen, welche in 
großem Umfang von aktivierten und invasiven Fibroblasten ausgeschüttet werden:   
Über die Blockade von TNF-α durch Etanercept, einem löslichen TNF-α-Rezeptor, wurde 
eine Senkung des Serumspiegels von MMP-3 und MMP-1 aufgezeigt (123). Auch wenn 
bezüglich der Zelllinie LS48 bisher keine erhöhten TNF-α-Spiegel nachgewiesen wurden 
(53), so ist nicht auszuschließen, dass die Aktivierung des spezifischen Immunsystems 
durch die Zelllinie LS48, erhöhte TNF-α-Serumspiegel zur Folge und damit die 
Gewebsdestruktion beeinflusst hat.   
Die Exprimierung von EMMPRIN (CD147) auf LS48-Zellen und RASF führt zu einer 
vermehrten Expression von MMP-3 und MMP-9. Infliximab, ein monoklonaler Antikörper 
gegen TNF-α, erzielt aufgrund seines Wirkmechanismus eine Reduktion von MMPs (124). 
Des Weiteren nehmen TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) als Gegenspieler 
von MMPs eine wichtige und innovative therapeutische Position ein. Über die Isolierung 
von TIMP-2 wurde die Bindung und anschließende Reduktion der enzymatischen Aktivität 
von Kollagenase-Typ IV (MMP) bereits bestätigt (125).  
Die Toll-like-Rezeptoren 2 und 4 wurden auf RASF und LS48-Zellen nachgewiesen (78). Sie 
werden nicht nur für eine gesteigerte Zellinvasion und -adhäsion verantwortlich gemacht, 
sondern auch für die Freisetzung von MMPs (106, 107) und für die Aktivierung von 
Osteoklasten (12). „Small molecule Toll-like Receptor“-Antagonisten könnten ergänzend 
über die Blockade von TLRs eine gesteigerte Immunstimulation verhindern (126).  
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Ein weiterer therapeutischer Ansatz stellt die Proliferation-, Adhäsion-, und 
Migrationshemmung invasiver Fibroblasten dar:     
Mycophenolatmofetil beispielsweise, ein Immunsuppressivum, hemmt die Proliferation 
der Zelllinie LS48 (102).  
Das Zytostatikum Methotrexat gilt in der Therapie der rheumatoiden Arthritis als 
Standardmedikament. In dem Tiermodell der SCID-Maus zeigte es keinen Erfolg gegen die 
invasiven LS48-Zellen (127, 128), da Methotrexat vornehmlich die Zellteilung von T-
Lymphozyten hemmt. In dem Modell BALB/c-LS48 ist eine Aktivierung von T-Lymphozyten 
durch invasive synoviale Fibroblasten möglich. Daher könnte der Einsatz von Methotrexat 
zu erfolgversprechenden Ergebnissen führen.  
Außerdem könnte die Bindung von RASF oder aber auch von LS48-Zellen an die 
Knorpeloberfläche (78) über eine Anti-CD51-Therapie verhindert werden (129).  
Weiterhin können HMG-CoA-Reduktasehemmer dosisabhängig die Invasions- und 
Migrationsaktivität synovialer Fibroblasten aus rheumatoiden Synovium hemmen (130). 
Das Oberflächenmolekül CD44 wird für die Zelladhäsion und –migration und für Zell-Zell-
Interaktionen verantwortlich gemacht (131). Zudem soll über CD44 die erhöhte 
Produktion von MMP-1 und Kathepsin K erfolgen (107). Das Oberflächenmolekül wurde 
sowohl auf RASF als auch auf LS48-Zellen gefunden (78). Anti-CD44-Antiköper stellen 
somit einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt dar (131).   
Die TNF-α- und IL-17A-Signalwege werden unter anderem über den Hypoxie-abhängigen 
Mechanismus im CXCR4-Gen (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) reguliert und können das 
Invasionsverhalten synovialer Fibroblasten über eine verstärkte Migrationsaktivität und 
über die Ausschüttung von MMP-2 aggravieren (132). Sie könnten daher ebenfalls als 
therapeutisches Interventionsziel dienen.   
Über die Verabreichung photosensibilisierender Substanzen und der anschließenden 
Verwendung von Laserlicht bestimmter Wellenlänge können zytotoxische Reaktionen 
ausgelöst und darüber schnell wachsendes oder tumoröses Gewebe zerstört werden 
(128). Eine Ablation der Synovialis im Rahmen der rheumatoiden Arthritis kann in diesem 
Zusammenhang möglich sein (133).  
Ein weiteres therapeutisches Target eröffnet PDGF. PDGF fungiert als starker 
Proliferationsstimulus für RASF und ist für ein Wachstum ohne Adhäsion an ein anderes 
Gewebe sogar essentiell (134). Über die Stimulation des PDGF-Rezeptors erfolgt die 
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Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-6, IL-8 und MMP-3 (135). 
Nahezu alle LS48-Zellen und RASF tragen diesen Rezeptor (78).     
Ferner kann versucht werden, in die Mechanismen der Knorpelreparation, 
Osteoklastenaktivierung und Knochenresorption einzugreifen:    
IL-6 stimuliert die Ausbildung von Pannusgewebe, induziert die Gelenkdestruktion und die 
Osteoklastogenese. Anti-IL-6R-Antikörper könnten somit ein erfolgversprechendes thera-
peutisches Mittel darstellen (136).  
Aktivierte Fibroblasten induzieren eine verstärkte Apoptose in Chondrozyten (102). 
Sofern die Signalwege genauer bekannt sind, könnte die Apoptose der Chondrozyten 
medikamentös beeinflusst werden.  
TGF-beta 1 und 2 gelten als potente Knorpelreparations-Zytokine. Sie sind in der Lage die 
Proteoglykan- Synthese zu stimulieren (108). Eine Injektion dieser Zytokine in rheumatoid 
veränderte Gelenke könnte zur Regeneration von destruiertem Knorpelgewebe führen.  
Zusätzlich existieren gentherapeutische Ansätze (137). Mit Hilfe viraler Vektoren wurde 
die Zytokin-Produktion von IL-1, IL-4, Il-10 und IL-13 in aktivierten Fibroblasten bereits 
erfolgreich moduliert (138, 139).  
Die effiziente Weiterentwicklung der multimodalen Behandlungskonzepte der 
rheumatoiden Arthritis stellt noch immer eine große Herausforderung dar. Das Modell 
der Fibroblasten-induzierten Knorpeldestruktion durch die Zelllinie LS48 in der BALB/c-
Maus eröffnet erfolgsversprechende Möglichkeiten, den gelenkdestruierenden Progress 
der rheumatoiden Arthritis in Zukunft aufhalten zu können.      
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Die rheumatoide Arthritis ist durch wiederkehrende entzündliche und schmerzhafte 
Beschwerden der Gelenke beziehungsweise deren Weichteile mit einem symmetrischen 
oligo- bis polyartikulären Befallsmuster gekennzeichnet. Ausgangspunkt dieser 
Erkrankung ist eine entzündlich veränderte Synovialis, welche Matrix-lysierend in das 
Knorpelgewebe des Gelenks hineinwächst und so zu einem ausgeprägten Knorpelschaden 
mit darauffolgender Knochenerosion und Markfibrose führen kann. Sekundäre Arthrosen 
oder Ankylosen stellen die pathognomonischen Endpunkte dar.    
Die rheumatoide Arthritis zählt zu den Autoimmunerkrankungen, welche durch eine 
gestörte Immunregulation charakterisiert sind. Bis heute ist nicht eindeutig geklärt, 
wodurch die Entstehung der rheumatoiden Arthritis primär bedingt ist. Neben 
genetischen Einflüssen wird von einer gesteigerten Aktivierung unterschiedlichster 
Zellreihen ausgegangen. Dabei stehen Fibroblasten, Makrophagen, Chondrozyten, T- und 
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B-Lymphozyten im Vordergrund des wissenschaftlichen Interesses. In diesem 
Zusammenhang wurde ersichtlich, dass aktivierte und invasiv wachsende synoviale 
Fibroblasten maßgeblich an der Gelenkdestruktion beteiligt sind. Die Degradation des 
Knorpels erfolgt über eine ausgeprägte Exprimierung von Adhäsionsmolekülen und über 
die Ausschüttung von Matrix-lysierenden Proteasen mit konsekutiver Aktivierung von 
Chondrozyten und Osteoklasten.    
Um die wissenschaftlichen Erkenntnisse über rheumatoid veränderte und 
gelenkdestruierende Fibroblasten effektiv zu erweitern, wurde eine äquivalente murine 
Fibroblasten-Zelllinie isoliert. Die murine Fibroblasten-Zelllinie LS48 exprimiert ebenso 
wie humane, rheumatoid veränderte synoviale Fibroblasten vermehrt adhäsive und 
immunologisch aktive Moleküle und schüttet proinflammatorischen Zytokine und Matrix-
lysierende Proteasen aus. Das beschleunigte invasive Potential und die Knorpel-
degradierenden Eigenschaften der Fibroblasten-Zelllinie LS48 wurden bereits in-vitro und 
in der SCID-Maus nachgewiesen. Die SCID-Maus kann aufgrund ihrer Immundefizienz 
allerdings keine intakten T-Zell-Rezeptoren und Immunglobuline ausbilden. Somit 
konnten nicht alle zellulären und humoralen Interaktionen berücksichtigt werden. Da 
SCID-Mäuse außerdem für eine schnelle und spontane Tumorentstehung prädisponiert 
sind, wurde der Verlauf der Gewebsdestruktion durch LS48-Zellen lediglich für einen 
Zeitraum von zwei Wochen beobachtet und untersucht.   
Ziel dieser Arbeit war es, das Invasions- und Destruktionsverhalten der invasiven 
Fibroblasten-Zelllinie LS48 erstmalig in der immunkompetenten BALB/c-Maus über einen 
längeren Zeitraum histologisch zu charakterisieren und zu klassifizieren. Die lokal 
induzierte Gelenkdestruktion erfolgte über die Injektion von LS48-Zellen in das 
ipsilaterale Kniegelenk der Mäuse und wurde über zehn Wochen in zweiwöchentlichem 
Abstand histopathologisch untersucht. Als vergleichende Fibroblasten-Zelllinie wurden 
nicht-invasive NIH/3T3-Zellen eingesetzt. Des Weiteren sollte der Einfluss der intra-
artikulären Injektion in die ipsilateralen Kniegelenke auf die kontralateralen Kniegelenke 
histologisch geprüft werden. Außerdem stellte sich die Frage, in welchen 
Kompartimenten des Kniegelenks sich die Zelllinien nach intraartikulärer Injektion 
ansiedeln würden. Die Beurteilung der Ausprägung der Destruktion erfolgte sowohl licht- 
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als auch polarisationsmikroskopisch. Beide Methoden wurden vergleichend gegenüber 
gestellt.       
Im Zuge der histologischen Aufarbeitung wurden die in der Sagittalebene geschnittenen 
Präparate mit einer Kernechtrubin-Anillinblau-Orange G-Färbung angefärbt. Für die 
lichtmikroskopische Beurteilung wurden drei Score-Parameter verwendet. Die 
histopathologische Einschätzung der Score-Parameter Zellinvasion, Pannusformation und 
Knorpeldestruktion erfolgte maßgeblich über die Auszählung von Zelllagen. Die einzelnen 
Parameter konnten mit einem möglichen Inkrement von 0,5 Punkten von 0 bis 3 bewertet 
werden. Der Gesamtscore fasste alle drei Score-Parameter zusammen und erlaubte eine 
Einteilung der Ausprägung der Gewebsdestruktion: 0 wurde als keine, 1-3 als leichte, 4-6 
als mäßige und 7-9 als schwerwiegende Gewebsdestruktion klassifiziert.   
Für die polarisationsmikroskopische Bewertung wurde nur der Score-Parameter 
Knorpeldestruktion analog des lichtmikroskopischen Bewertungsmodus verwendet.  
Die Ergebnisse bestätigten innerhalb kürzester Zeit die ausgeprägten invasiven und 
Knorpel-degradierenden Eigenschaften der Zelllinie LS48 auch unter immunkompetenten 
Bedingungen gegenüber der Zelllinie-NIH/3T3 und der Kontrolltiergruppe, sowohl licht- 
als auch polarisationsmikroskopisch.         
Im Rahmen der histopathologischen Beurteilung über zehn Wochen zeichnete sich jeweils 
für die einzelnen Score-Parameter und im Gesamtscore lichtmikroskopisch ein 
biphasischer Verlauf ab. Die ausgeprägtesten histopathologischen Veränderungen 
wurden für die zweite Woche nach der Behandlung mit der Zelllinie LS48 festgestellt. In 
der vierten und sechsten Woche sanken die Werte der beurteilten Score-Parameter ab. 
Nur in der achten Untersuchungswoche war erneut ein Anstieg der Werte zu verzeichnen, 
welche in der zehnten Woche wieder abfielen.     
Der biphasische Verlauf der erhobenen Auswertung steht vermutlich mit der 
Auseinandersetzung zwischen den injizierten LS48-Zellen und dem spezifischen 
Immunsystem der BALB/c-Maus im Zusammenhang. Womöglich gelingt es dem 
Mausorganismus nicht, die LS48-Zellen vollständig zu eliminieren. Die LS48-Zellen 
könnten entsprechend des immunologischen Aktivitätsstatus erneut proliferieren und 
somit eine wiederkehrende Irritation der Synovialis mit konsekutiver Neubildung von 
Pannusgewebe verursachen. Außerdem wird im Rahmen einer geringfügig möglichen 
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Regeneration des Knorpelgewebes fibrokartilaginöses Ersatzgewebe ausgebildet, welches 
vulnerabler als das Ursprungsgewebe ist. Des Weiteren könnte es zur Freilegung bisher 
nicht zugänglicher körpereigener Strukturen durch die Gewebsdestruktion und dadurch 
zur Auslösung eines autoimmunen Prozesses kommen, welcher intermittierend im Sinne 
einer rheumatoiden Arthritis verlaufen könnte.      
Die immunologischen Interaktionen können nicht nur zu einem immer wiederkehrenden 
Aufflammen des Destruktionsprozesses, sondern auch zu einer zwischenzeitlichen 
Remission führen. Inwieweit eine Aktivierung von T- und B-Lymphozyten oder auch des 
Monozyten-Makrophagen-Systems in diesem Tiermodell erfolgt, könnte Gegenstand 
zukünftiger Arbeiten sein.         
Um die invadierenden LS48-Zellen nach der intraartikulären Injektion zu lokalisieren, 
wurden mediane beziehungsweise mediale und laterale Sagittalanschnitte der 
ipislateralen Kniegelenke angefertigt. Rheumatoid verändertes Synovialgewebe wächst 
normalerweise vom Rezessus der Gelenke auf die Knorpeloberfläche vor. Es konnten 
keine histopathologischen Unterschiede zwischen den Schnittebenen festgestellt werden. 
Die intraartikulär injizierten Zelllinien invadieren nicht nur in den Rezessus der Gelenke, 
sondern auch in die synoviale Membran der Kreuzbänder, welche sich in der medialen 
Schnittebene abbildeten.          
Im Rahmen der statistischen Auswertung der kontralateralen Kniegelenke wurde 
festgestellt, dass die intraartikuläre Injektion in das ipsilaterale Kniegelenk der Mäuse 
keine wesentlichen Auswirkungen auf das kontralaterale Kniegelenk hatte und sich eine 
Gewebsdestruktion somit lediglich lokal begrenzt entwickelt. Das würde eine geringere 
körperliche Belastung für die Versuchstiere bedeuten, als es in systemisch induzierten 
Arthritis-Modellen der Fall ist. Ein diskreter, nicht signifikanter Anstieg der Werte in den 
ersten zwei Wochen nach der intraartikulären Injektion beider Zelllinien könnte ein 
Hinweis darauf sein, dass ein schonendes Schmerzverhalten zu einer kurzzeitigen 
Fehlbelastung der kontralateralen Kniegelenke geführt hatte.  
Die Gegenüberstellung der licht- und polarisationsmikroskopischen Daten zeigte keine 
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Untersuchungsmethoden auf. Allerdings war 
die Amplitude der polarisationsmikroskopisch erhobenen Werte diskret höher ausgeprägt 
als die der Lichtmikroskopischen. Submikroskopische Strukturen eines Gewebes können 
polarisationsmikroskopisch differenzierter beurteilt werden, was dazu führen kann, dass 
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eine offensichtliche Degradation des Knorpels lichtmikroskopisch später zum Tragen 
kommt, wenngleich physiopathologische Prozesse bereits auf das Knorpelgewebe 
eingewirkt haben. Des Weiteren wurde im Gegensatz zur lichtmikroskopischen 
Auswertung, polarisationsmikroskopisch ein weiteres Ansteigen der Werte in der zehnten 
Untersuchungswoche beobachtet. Im Zuge eines erneuten Aufflammens des 
Destruktionsprozesses können womöglich ausgeprägtere histopathologische Veränder-
ungen um das Ersatzgewebe entstehen, welche polarisationsmikroskopisch frühzeitiger 
und differenzierter erfasst werden können als es lichtmikroskopisch möglich ist. Somit 
stellt das Polarisationsmikroskop eine wertvolle Ergänzung zum Lichtmikroskop dar. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Zelllinie LS48 auch unter 
immunkompetenten Bedingungen ihr beschleunigtes, invasives und destruktives 
Verhalten beibehält und damit einen zentralen Teilaspekt der Pathogenese der 
rheumatoiden Arthritis lokal begrenzt simulieren kann. Das in-vivo-Modell mit der 
BALB/c-Maus hat den Vorteil, dass die hier induzierten Prozesse die Pathologie des 
Menschen länger und besser widerspiegeln, als es in immundefizienten Tieren möglich 
ist. Neben der Untersuchung einer eventuellen Fibroblasten-abhängigen T-
Zellaktivierung, steht mit unserem Modell ein wertvolles Instrument für die Untersuchung 
neuer therapeutischer Strategien bezüglich der Fibroblasten-abhängigen Knorpel- und 
Knochendegradation zur Verfügung. 
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